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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
(p-)ACC (fosforilirana) acetil-CoA karboksilaza 
 
AKT protein kinaza B 
 
AMP adenozin monofosfat 
  
(p-)AMPK (fosforilirana) z AMP aktivirana protein-kinaza 
 
BCA angl. Bicinchoninic acid assay – test bikinkoninične kisline za 
določanje celokupne koncentracije proteinov v vzorcu 
 
CaMKK2 od Ca2+/kalmodulina-odvisna protein-kinaza kinaza 2 
 
DMEM celično gojišče DMEM 
 
DMSO dimetil sulfoksid 
  
ECL angl. enhanced chemiluminescence – ojačana kemiluminiscenca 
 
FBS angl. fetal bovine serum – fetusni serum goveda 
 
FCCP angl. carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone – 
karbonil-cianid-4-(trifluorometoksi) fenilhidrazon 
 
GLUT angl. glucose transporter – glukozni prenašalec 
 
HIF angl. hypoxia inducible factor – s hipoksijo-inducirani dejavnik 
 
LKB1 angl. liver kinase B1 – jetrna kinaza B1 
 
MCF-7 celična linija raka dojke 
 
MCT1 monokarboksilatni prenašalec 1 
  
MDA-MB-231 celična linija raka dojke, ki je trojno negativna in ne izraža 
estrogenskih in progesteronskih receptorjev ter receptorjev za 
humani epidermalni rastni dejavnik-2 (HER-2) 
 
MEM celično gojišče MEM 
 
mTORC1 angl. mammalian target of rapamycin complex 1 – kompleks 1 
kinaze mTOR 
 
MYC angl. v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog - 
onkogen myc 
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n število vseh neodvisnih poskusov upoštevanih v rezultatih 
 
NAD(P)H nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat) 
 
OCT angl. organic cation transporter – prenašalec organskih kationov 
 
p53 tumor supresorski protein p53, ki regulira celični cikel 
 
PBS angl. phosphate-buffered saline – fosfatni pufer s fiziološko 
raztopino 
 




PKM2 angl. pyruvate kinase M2 – piruvat-kinaza M2 
 
PVDF poliviniliden difluoride 
 
ROS angl. reactive oxygen species – reaktivne kisikove zvrsti 
 
RPMI 1640 celično gojišče RPMI 1640 
 
SDS angl. sodium dodecyl sulfate – natrijev dodecil sulfat 
 









 treoninski ostanek na aktivacijski zanki α-podenote AMPK, ki ga 
fosforilirata LKB1 ali CaMKK2 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Presnovne spremembe so ena izmed temeljnih značilnosti rakavih celic (Hanahan in 
Weinberg, 2011). Prva opisana presnovna sprememba rakavih celic je bila proizvodnja 
energije z aerobno glikolizo, kar danes imenujemo Warburgov učinek (Warburg, 1925, 
1956). Presnovne spremembe so lahko intrinzične in jih med drugim povzročijo mutacije 
genov, ki kodirajo mitohondrijske encime izocitrat dehidrogenazo, sukcinat dehidrogenazo 
in fumarat hidratazo (King in sod., 2006; Gross in sod., 2010; Mullen in sod., 2012). Poleg 
intrinzičnih lastnosti pa na rakave celice vpliva tudi mikorokolje, npr. količina hranil. 
Mikrookolje rakavih celic se običajno razlikuje od okolja normalnih celic glede na 
koncentracijo glukoze, aminokislin in maščobnih kislin (Vander Heiden, 2011). 
Pomemben vir ogljikovih in dušikovih atomov je glutamin, ki ga rakave celice potrebujejo 
za sintezo proteinov in nukleinskih kislin, zato so nekatere rakave celice bolj odvisne od 
glutamina kot normalne celice (DeBerardinis in sod., 2007; Vander Heiden, 2011). Vedno 
več raziskav se osredotoča na presnove poti rakavih celic z namenom iskanja novih 
pristopov za zdravljenje raka. Razumevanje presnove rakavih celic je pomembno za 
razumevanju delovanja učinkovin, ki vplivajo na presnovo rakavih celic in bi se lahko 
uporabljale pri adjuvantnem zdravljenju raka. Nekatere izmed teh učinkovin se že 
uporabljajo za zdravljenje drugih, nerakavih bolezni. Ena izmed takih učinkovin je 
metformin. 
 
Metformin se že desetletja uporablja za zdravljenje sladkorne bolezni tipa 2, saj zmanjšuje 
izločanje glukoze iz jeter in inzulinsko rezistenco (Bailey in Day, 2004; Janić in sod., 
2017). Nekatere klinične in farmakoepidemiološke raziskave nakazujejo, da ima 
protitumorne učinke (Evans in sod., 2005; Wu in sod., 2015). Trenutno poteka več 
kliničnih raziskav, ki proučujejo učinek metformina pri adjuvantnem zdravljenju rakavih 
obolenj. Protitumorni učinki metformina bi lahko bili pri bolnikih s sladkorno boleznijo 
posledica zmanjšanja inzulinske rezistence in znižanja koncentracije inzulina ter glukoze v 
krvi. Inzulin je znan mitogen, ki pospeši proliferacijo rakavih celic, ki imajo izražene 
inzulinske receptorje (Foretz in sod., 2014). Poleg sistemskega delovanja na telo, 
metformin deluje tudi neposredno na rakave celice. Glavni mehanizem njegovega 
neposrednega delovanja je zaviranje oksidativne fosforilacije v mitohondrijih (El-Mir in 
sod., 2000; Owen in sod., 2000; Bridges in sod., 2014). Metformin zavira delovanje 
kompleksa I v mitohondrijih rakavih celic, kar zadostuje za upočasnjeno rast tumorjev na 
mišjem modelu (Wheaton in sod., 2014). Upočasnjena oksidativna fosforilacija v 
mitohondrijih povzroči energijsko krizo v celici in posredno aktivacijo z AMP aktivirane 
protein-kinaze (AMPK) (Zakikhani in sod., 2006; Pollak, 2012). AMPK deluje kot 
energijski senzor in uravnava delovanje katabolnih in anabolnih procesov v celici (Hardie 
in sod., 2012). Aktivacija AMPK zavira proliferacijo rakavih celic (Faubert in sod., 2013), 
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hkrati pa omogoča preživetje rakavih celic v neugodnih razmerah (Jeon in sod., 2012; Ng 
in sod., 2012).  
 
Nedavne raziskave so pokazale, da je delovanje metformina na rakave celice v kulturi 
odvisno od prisotnosti hranil v njihovem mikrookolju (Zhuang in sod., 2014; Zordoky in 
sod., 2014; Sullivan in sod., 2015; Gui in sod., 2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 
2018). Povprečna dnevna koncentracija glukoze v serumu ljudi, ki nimajo sladkorne 
bolezni znaša okoli 5,6 mM (1 g/l) (Cryer, 2009), medtem ko večina celičnih gojišč 
vsebuje okoli 25 mM (4,5 g/l) glukoze. Slednja koncentracija glukoze se pri človeku pojavi 
le pri akutnem poslabšanju sladkorne bolezni (Monnier in sod., 2006). Po drugi strani se 
lahko rakave celice, ki rastejo v slabo prekrvavljeni sredici tumorja nahajajo v razmerah, ki 
so popolnoma brez glukoze (Hirayama in sod., 2009). Celična linija raka dojke MDA-MB-
231 je trojno negativna, saj ne izraža estrogenskih in progesteronskih receptorjev ter 
receptorjev za humani epidermalni rastni dejavnik-2 (HER-2). Raziskave, ki so proučevale 
učinek metfiormina na celicah MDA-MB-231 v gojiščih, ki so vsebovala nižjo 
koncentracijo glukoze (5–5,6 mM), imajo nasprotujoče si rezultate (Wahdan-Alaswad in 
sod., 2013; Sadighi in sod., 2014; Zhuang in sod., 2014; Zordoky in sod., 2014). Poleg tega 
se vedno več raziskav osredotoča na iskanje ustrezne učinkovine, ki bi povečala učinek 
metformina na rakave celice. Metformin sinergistično zavira proliferacijo rakavih celic z 
inhibitorjem glikolize 2-deoksi-D-glukozo (2-DG) (Ben Sahra in sod., 2010; Cheong in 
sod., 2011; Levesley in sod., 2013). Pri tem ostaja odprto vprašanje, kakšen je učinek 
kombinacije obeh spojin na proliferacijo rakavih celic v odvisnosti od koncentracije 
glukoze v celičnem gojišču. Poleg glukoze pa na delovanje metformina vplivajo tudi 
koncentracija glutamina, piruvata in neesencialnih aminokislin (Fendt in sod., 2013; Gui in 
sod., 2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Vpliv hranil na z metforminom 
posredovano aktivacijo AMPK še ni dobro raziskan. Prav tako še ni dobro raziskan učinek 
kombinacije metformina in 2-DG na AMPK v odvisnoti od koncentracije glukoze. Obe 
spojini, 2-DG in metformin, povzročita energijski stres v celici in s tem sinergistično 
aktivirata AMPK (Ben Sahra in sod., 2010; Cheong in sod., 2011; Levesley in sod., 2013). 
Aktivacija AMPK pa igra pomembno vlogo pri adheziji rakavih celic in preživetju rakavih 
celic v razmerah, ki preprečujejo njihovo pritrjanje na podlago (Jeon in sod., 2012; Ng in 
sod., 2012). 
 
Tekom procesa metastaziranja se rakave celice odlepijo od zunajceličnega matriksa in 
vstopijo v krvni ali limfni sistem preko katerega potujejo v oddaljene organe. Pri tem 
morajo preživeti v razmerah, ki preprečujejo njihovo pritrjanje na podlago in se izogniti 
anoikisu – mehanizmu celične smrti, ki nastopi pri pomanjkanju stikov celica-celica ali 
celica-zunajcelični matriks (Fidler, 2003; Valastyan in Weinberg, 2011). Aktivacija AMPK 
omogoča preživetje odluščenih celic (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012). Ker metformin 
in 2-DG sinergistično aktivirata AMPK (Ben Sahra in sod., 2010; Cheong in sod., 2011; 
Levesley in sod., 2013), smo opazovali učinek kombinacije obeh spojin na rakave celice, 
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ki smo jih gojili v razmerah, ki so preprečevale njihovo pritrjanje na podlago. 
Nepričakovano smo opazili tudi, da kombinacija obeh spojin povzroči luščenje živih celic 
raka dojke MDA-MB-231 in MCF-7 od podlage. Luščenje živih celic od podlage smo bolj 
podrobno proučili in analizirali vlogo AMPK pri tem procesu. 
 
 
1.1.1 Mehanizem delovanja metformina še vedno ni popolnoma pojasnjen 
 
V okviru doktorske disertacije smo se osredotočili na spodaj navedena vprašanja. Večina 
raziskav je potekala na celicah MDA-MB-231 v in vitro kulturi, po potrebi pa smo 
rezultate primerjali še z drugimi celičnimi linijami. 
 
i) Učinek metformina na rakave celice v odvisnosti od razpoložljivosti hranil v njihovem 
mikrookolju še vedno ni popolnoma pojasnjen. Ker je odziv rakavih celic na spremembe 
presnovnih poti odvisen od njihovih presnovnih značilnosti (Martinez-Outschoorn in sod., 
2016), bi lahko določitev presnovnih značilnosti določene rakave celične linije pomembno 
pripomoglo k razumevanju mehanizma protirakavega delovanja metformina. Presnova 
rakavih celic pa je odvisna tudi od modela celične kulture in se razlikuje med klasično 
enoslojno kulturo, tumorskimi sferoidi ter odlepljenimi celicami (Rodríguez-Enríquez in 
sod., 2008; Schafer in sod., 2009; Liao in sod., 2014; Jiang in sod., 2016; Pacheco-Marín 
in sod., 2016). Še vedno tudi ni popolnoma pojasnjeno, kako izbira modela celične kulture 
(enoslojna kultura, tumorski sferoidi) vpliva na delovanje metformina na rakave celice.  
 
ii) Kakšno vlogo pri celični proliferaciji in preživetju v odvisnosti od koncentracije hranil 
ima z metforminom posredovana aktivacija AMPK, še ni popolnoma pojasnjeno. 
Predvideva se, da ima z metforminom posredovana aktivacija AMPK pomembno vlogo pri 
neposrednem delovanju metformina na celice. AMPK deluje kot energijski senzor v celici 
in lahko zavira proliferacijo ali pa pomaga preživeti celicam v stresnih razmerah (Jeon in 
sod., 2012; Ng in sod., 2012; Faubert in sod., 2013). Metformin inhibira oksidativno 
fosforilacijo v mitohondrijih in povzroči energijski stres v celici (Hardie, 2014). Vloga z 
metforminom posredovane aktivacije AMPK v odvisnosti od razpoložljivosti hranil (npr. 
glukoze in glutamina) v mikrookolju rakave celice še vedno ni popolnoma pojasnjena. 
 
iii) Vedno več raziskav se osredotoča na iskanje ustreznih učinkovin, ki bi povečale učinek 
metformina na rakave celice. Sama presnova rakavih celic in s tem delovanje učinkovin, ki 
vplivajo na presnovo rakavih celic, je velikokrat odvisna od razpoložljivosti hranil v 
mikrookolju rakave celice (Vander Heiden, 2011; Martinez-Outschoorn in sod., 2016). 
Zato smo poskušali raziskati, kako bi metformin v kombinaciji z inhibitorjem glikolize, 2-
DG, vplival na rakave celice v razmerah in vitro, ki so po koncentraciji glukoze čim bolj 
podobne razmeram in vivo. 
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iv) Celice raka dojke imajo v razmerah, ki preprečujejo njihovo pritrjanje na podlago 
močno aktiviran AMPK (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012). Ker sta metformin in 2-DG 
med drugim tudi aktivatorja AMPK (Hardie, 2014), smo opazovali učinek obeh spojin na 
celice MDA-MB-231, ki smo jih gojili na poly-HEMA, ki preprečuje, da bi se pritrdile na 
podlago. Poleg tega smo pri izpostavitvi celic raka dojke MDA-MB-231 in MCF-7 
metforminu in 2-DG (na standardnih ploščah za gojenje adherentnih celic) nepričakovano 
opazili, da kombinacija obeh spojin povzroči luščenje celic od podlage. Preživetje v 
razmerah, ki preprečujejo pritrjanje celic na podlago in luščenje rakavih celic od podlage je 
pomemben korak pri metastaziranju rakavih celic (Fidler, 2003; Valastyan in Weinberg, 





Naš prvi raziskovalni cilj je bil osvetliti mehanizem delovanja metformina ter njegov 
učinek na proliferacijo in preživetje rakavih celic v odvisnosti od prisotnosti hranil. 
Analizirali smo učinek metformina na rakave celice v odvisnosti od koncentracije glukoze, 
ki je bila podobna kot v razmerah in vivo. V sklopu tega cilja smo proučili, kako protokol 
menjave gojišča vpliva na učinek metformina na celice MDA-MB-231 v prisotnosti 25 
mM glukoze, 5,6 mM glukoze in v odsotnosti glukoze. Konstantno koncentracijo glukoze 
smo poskušali vzdrževati z menjavo gojišča ter s tem posnemati natančno uravnavano 
koncetracijo glukoze v telesu. Poleg tega smo s protokolom menjave gojišča poskušali 
pojasniti nasprotujoče si rezultate glede učinkov metformina na celice MDA-MB-231 
(Wahdan-Alaswad in sod., 2013; Sadighi in sod., 2014; Zhuang in sod., 2014; Zordoky in 
sod., 2014). Proučili smo tudi vpliv glutamina in piruvata na učinkovitost delovanja 
metformina na rakave celice. Učinek smo opazovali v gojiščih RPMI-1640, DMEM in 
MEM, ki vsebujejo različne koncentracije aminokislin (Preglednica 4). Poskuse smo 
izvedli na dveh različnih modelih in vitro, na klasični enoslojni kulturi in na tumorskih 
sferoidih. Tumorski sferoidi v primerjavi z enoslojno kulturo bolje posnemajo razmere in 
vivo, ki jih najdemo v mikrometastazah ali mikroregijah večjih tumorjev. Eden od razlogov 
je, da so rakave celice, ki sestavljajo tumorski sferoid glede na njihovo mikrolokacijo 
izpostavljene različnim razmeram, ki se razlikujejo po koncentraciji hranil in kisika. 
Najnižja koncentracija hranil in kisika je zaradi slabe difuzije v sredici tumorskega sferoida 
(Sutherland, 1988). 
 
V okviru drugega raziskovalnega cilja smo poskušali pojasniti, kakšna je vloga aktivacije 
AMPK, ki jo posredno povzroči metformin. AMPK je glavni regulator celične energijske 
homeostaze (Hardie, 2014). AMPK ima dvojno vlogo pri delovanju na rakave celice: lahko 
zavira njihovo proliferacijo ali pa omogoča preživetje rakavih celic v stresnih razmerah 
(Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012; Faubert in sod., 2013). Metformin povzroči 
energijski stres v celici in s tem posredno aktivacijo AMPK (Hardie, 2014). Zanimalo nas 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 5 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
je, ali je vloga aktivacije AMPK, ki jo povzroči metformin, odvisna od koncentracije 
glukoze v celičnem gojišču. Poleg tega nas je zanimalo, kako metformin vpliva na 
aktivacijo AMPK v odvisnosti od prisotnosti glutamina in piruvata v celičnem gojišču. 
 
Tretji raziskovalni cilj je bil ovrednotiti učinek metformina na proliferacijo rakavih celic v 
kombinaciji z inhibitorjem glikolize, 2-DG. Učinek kombinacije ustrezne učinkovine z 
metforminom smo opazovali v razmerah, ki so po koncentraciji glukoze posnemale 
razmere in vivo. 
 
Zadnji raziskovalni cilj je bil osvetliti učinek kombinacije metformina in 2-DG na luščenje 
živih celic MDA-MB-231 od podlage. Poleg tega smo poskušali pojasniti vlogo aktivacije 
AMPK pri tem procesu. 
 
 
1.3  HIPOTEZE 
 
i) Učinek metformina na rakave celice v kulturi je odvisen od koncentracije 
razpoložljivih hranil v celičnem gojišču. 
 
ii) Učinek z metforminom-spodbujene aktivacije AMPK na proliferacijo in 
preživetje rakavih celic v kulturi je odvisen od koncentracije hranil v celičnem 
gojišču. 
 
iii) Sinergistični učinek metformina in 2-deoksi-D-glukoze na rakave celice je 
odvisen od koncentracije razpoložljive glukoze v celičnem gojišču. 
 
 
1.3.1 Utemeljitev hipotez  
 
i) Metformin inhibira oksidativno fosforilacijo v mitohondrijih (El-Mir in sod., 
2000; Owen in sod., 2000; Bridges in sod., 2014). Posledično vpliva na privzem 
in presnovo hranil, med drugim glukoze in glutamina, v rakavih celicah (Fendt 
in sod., 2013; Birsoy in sod., 2014; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). 
Zato smo predpostavljali, da je učinek metformina na rakave celice odvisen od 
količine razpoložljivih hranil v gojišču. 
 
ii) Metformin je posredni aktivator AMPK (Hardie, 2014). Vendar lahko 
aktivacija AMPK – odvisno od razmer - poveča ali zmanjša preživetje rakavih 
celic (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012; Faubert in sod., 2013). Predvidevali 
smo, da bo v neugodnih razmerah, kot je pomanjkanje hranil (npr. glukoze), 
aktivacija AMPK povečala preživetje rakavih celic, v ugodnih razmerah (pri 
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normalni koncentraciji glukoze in drugih hranil) pa bo aktivacija AMPK zavrla 
celično proliferacijo. Poleg tega smo opazovali tudi vlogo aktivacije AMPK pri 
odlepljanju rakavih celic od podlage. 
 
iii) Znano je, da 2-DG poveča učinek metformina na rakave celice (Ben Sahra in 
sod., 2010; Cheong in sod., 2011; Levesley in sod., 2013). Ker je 2-DG analog 
glukoze in vstopa v podobne presnovne poti kot glukoza smo predpostavljali, 
da je učinek kombinacije 2-DG in metformina odvisen od razpoložljivosti 
glukoze v celičnem gojišču. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PRESNOVA RAKAVIH CELIC 
 
2.1.1 Pomen presnovnih sprememb rakavih celic 
 
Čeprav so presnovne spremembe ena od temeljnih značilnosti rakavih celic, so znanstvene 
raziskave na področju presnovnih sprememb raka šele nedavno ponovno prebudile veliko 
pozornost med raziskovalci (Hanahan in Weinberg, 2011). Prvi je presnovne spremembe 
raka že v 20. letih 20. stoletja opisal kasnejši Nobelov nagrajenec Otto von Warburg. 
Opazil je presenetljivo dejstvo, da rakave celice za proizvodnjo energije primarno 
izkoriščajo aerobno glikolizo, kar danes imenujemo Warburgov učinek (Warburg, 1925, 
1956). Visoke stopnje glikolize torej nimajo le rakave celice, ki rastejo v hipoksičnem 
okolju, kot je sredica tumorja, ampak pogosto tudi tiste rakave celice, ki imajo sicer na 
voljo dovolj kisika (Ward in Thompson, 2012). Ker je glikoliza s stališča pridobivanja 
energije sorazmerno neučinkovit proces, se zdi na prvi pogled takšna presnovna 
prilagoditev nesmiselna, saj bi lahko rakave celice preko oksidativne fosforilacije pridobile 
bistveno več energije na eno molekulo glukoze. Glikoliza proizvede iz enega mola glukoze 
dva mola ATP, oksidativna fosforilacija pa proizvede iz enega mola glukoze 36 molov 
ATP. Toda glikoliza je približno 100-krat hitrejša od oksidativne fosforilacije (Martinez-
Outschoorn et al., 2016). Poleg tega glikoliza ni zgolj katabolna pot, s katero celica 
pridobiva energijo. Nasprotno, glikoliza omogoča nastanek intermediatov, ki se lahko v 
anabolnih procesih posredno porabijo za sintezo lipidov, proteinov in nukleinskih kislin. 
Glikoliza torej omogoča hitrejšo rast in proliferacijo rakavih celic (DeBerardinis in sod., 
2008; Ward in Thompson, 2012) (Slika 1). Razlika v intenzivnosti glikolize rakavih in 
normalnih celic pa je tudi osnova za uporabo pozitronske emisijske tomografije (PET) za 
slikovno diagnostiko in lokalizacijo tumorjev v klinični onkologiji (Gambhir, 2002). 
 
 
2.1.2 Vplivi na presnovne poti rakavih celic 
 
Na presnovne poti rakavih celic vplivajo tako njihove intrinzične lastnosti kot tudi 
razpoložljivost hranil v njihovem mikrookolju. Pri rakavih celicah so pogoste mutacije 
mitohondrijske DNA, ki lahko povzročijo spremembe v delovanju mitohondrija (Brandon 
in sod., 2006; Wallace, 2012). Mutacije genov, ki kodirajo mitohondrijske encime (npr. 
izocitrat dehidrogenazo, sukcinat dehidrogenazo in fumarat hidratazo) lahko vplivajo na 
Krebsov cikel in tudi na fenotip rakavih celic (King in sod., 2006; Gross in sod., 2010; 
Mullen in sod., 2012). Spremenjeno bioenergetsko stanje mitohondrijev je lahko ugodno za 
hitro proliferirajoče rakave celice, saj mitohondriji aktivno prispevajo k vzpostavitvi 
celokupnih presnovnih sprememb rakavih celic (Wallace, 2012). Na presnovo rakavih celic 
vplivajo tudi mutacije v tumor supresorskih genih. Tak primer je družina proteinov p53, ki 
uravnavajo presnovo lipidov, glukoze in delovanje mitohondrijev (Napoli in Flores, 2017). 
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Zaradi intrinzičnih lastnosti rakavih celic imajo lahko različni tumorji, ki izhajajo iz istega 
tkiva drugačne presnovne značilnosti, kar se odraža v razlikah pri privzemu hranil 
(DeBerardinis in sod., 2007; Vander Heiden, 2011). Na presnovo rakavih celic pa vpliva 
tudi količina hranil v njihovem mikrookolju. Tumor gradi heterogena populacija celic, ki 
so izpostavljene različnemu mikrookolju (Vander Heiden, 2011). Poleg glukoze je 
pomemben vir ogljika za biosintetske procese tudi glutamin, ki za sintezo neesencialnih 
aminokislin in nukleotidov poleg ogljikovih prispeva tudi dušikove atome (Slika 1). 
Glutamin vstopa v mitohondrij, kjer pomaga pri vzdrževanju primerne koncentracije 
intermediatov Krebsovega cikla (DeBerardinis in sod., 2007). Presnovo rakavih celic v 
kulturi pa določajo tudi razmere, v katerih se jih goji. V hipoksičnih razmerah se rakavim 
celicam poveča glikoliza in nastopijo spremembe v Krebsovem ciklu (Wise in sod., 2011; 
Metallo in sod., 2012). Na presnovne poti rakavih celic v kulturi vpliva tudi model celične 
kulture. Pritrjene rakave celice gojene v klasični enoslojni kulturi imajo drugačno 
presnovo, kot če so gojene v razmerah, pri katerih se ne morejo pritrditi na podlago ali v 
3D kulturi kot so tumorski sferoidi (Rodríguez-Enríquez in sod., 2008; Schafer in sod., 
2009; Liao in sod., 2014; Jiang in sod., 2016; Pacheco-Marín in sod., 2016). 
 
 
Slika 1: Presnova rakavih celic (vir: Vander Heiden, 2011).  
Figure 1: Cancer cell metabolism (reference: Vander Heiden, 2011). 
 
Rakave celice imajo presnovo hranil usmerjeno k biosintezi makromolekul, kar omogoča njihovo hitro 
proliferacijo. Sesalske celice so izpostavljene 5 mM glukozi in 0,5 mM glutaminu. Ti dve hranili sta tudi 
primarni vir energije za normalne in rakave celice. Poleg glukoze in glutamina so pomemben vir energije za 
proizvodnjo ATP tudi lipidi in druge aminokisline, ki lahko nastopajo tudi kot biosintetski prekurzorji. Hitro 
proliferirajoče celice torej privzamejo več hranil in jih v nasprotju z neproliferajočimi celicami porabijo v 
biosintetskih reakcijah.  
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2.2 SPREMEMBE V PRESNOVNIH IN SIGNALNIH POTEH RAKAVIH CELIC 
KOT TARČA ZA ZDRAVLJENJE RAKA 
 
Razumevanje presnovnih sprememb rakavih celic ter vpliva različnih hranil na rast in 
preživetje rakavih celic je pomembno pri iskanju in načrtovanju novih načinov zdravljenja 
raka. Pri odkrivanju novih presnovnih tarč v rakavih celicah pa igra pomembno vlogo tudi 
razumevanje mehanizmov delovanja nekaterih pogosto uporabljenih zdravil, ki vplivajo na 
presnovo celic in imajo potencialne protirakave učinke. To področje raziskav je zelo široko 
in kompleksno, v nadaljevanju pa so na kratko predstavljeni glavni pristopi. 
 
 
2.2.1 Zaviranje presnove glukoze 
 
Rakave celice imajo pogosto spremenjene signalne poti, ki uravnavajo presnovo in rast 
celic. Ker ima večina rakavih celic pospešeno glikolizo, mnogo predkliničnih raziskav 
preučuje delovanje inhibitorjev presnove glukoze, pri čemer so nekatere izmed teh 
učinkovin že vstopile v klinične raziskave. Dve izmed njih sta silibinin, ki zavira delovanje 
prenašalca glukoze tipa 1 (GLUT1) in TLN-232, ki zavira aktivnost piruvat-kinaze M2 
(PKM2). GLUT1 je prenašalec, ki omogoča, da glukoza preide v celico, medtem ko PKM1 
in PKM2 presnavljata fosfoenolpiruvat v piruvat pri zadnjem koraku glikolize. 
Heksokinaza (HK) deluje na stopnji, ki omejuje hitrost glikolize, saj katalizira pretvorbo 
glukoze v glukozo-6-fosfat. Klinične in predklinične raziskave proučujejo inhibitorje HK, 
kot so metil-jasmonat, lonidamin, 2-DG in 3-bromopiruvat (Martinez-Outschoorn in sod., 
2016). Končni produkt glikolize je piruvat, ki ga lahko celice tudi neposredno privzamejo 
iz zunajceličnega okolja. Piruvat dehidrogenaza presnovi piruvat v acetil-CoA, ki vstopa v 
Krebsov cikel ali sodeluje pri sintezi maščobnih kislin. Dikloroacetat (DCA) se uporablja 
za zdravljenje laktacidoze in je že vstopil v klinične raziskave kot potencialna učinkovina 
za zdravljenje rakavih obolenj. DCA zavira piruvat dehidrogenazo kinazo in s tem 
spodbudi delovanje piruvat dehidrogenaze kar privede do povečane pretvorbe piruvata v 
acetil-CoA (Michelakis in sod., 2008; Martinez-Outschoorn in sod., 2016). Piruvat, ki 
nastane v zadnjem koraku glikolize se lahko presnovi tudi v laktat. Večina rakavih celic 
proizvaja povečano količina laktata, ki prispeva k njihovemu metastaziranju. Inhibitorji 
laktat-dehidrogenaze, encima, ki katalizira pretvorbo piruvata v laktat, kot so gosipol, FX-
11, galoflavin in oksamat še niso bili analizirani v kliničnih raziskavah. Toda rakave celice 
lahko laktat tudi privzemajo in ga presnavljajo, če so sklopljene z drugimi normalnimi ali 
rakavimi celicami, ki npr. v hipoksičnih razmerah proizvajajo povečano količno laktata. V 
klinične raziskave je že vstopil AZD3965, inhibitor monokarboksilatnega prenašalca 1 
(MCT1), ki prenaša laktat preko plazemske membrane. Preko zaviranja MCT1 lahko 
selektivno delujemo na rakave celice, ki laktat privzemajo. (Martinez-Outschoorn in sod., 
2016).  
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2.2.2 Zaviranje presnove aminokislin 
 
Aminokisline so sestavni deli proteinov, ki kot intermediati nastopajo tudi v biosintetskih 
poteh. Glutamin je pomemben vir dušika za sintezo heksozaminov, ki so potrebni za 
glikoziliranje molekul, za biosintezo nukleotidov, proteinov ter glutationa. Poleg tega 
lahko celice glutamin presnovijo v glutamat in nato v α-ketoglutarat, ki vstopi v Krebsov 
cikel in se uporabi za proizvodnjo energije (Martinez-Outschoorn in sod., 2016). Rakave 
celice pa lahko sintetizirajo glutamin tudi de novo. Hipoksične rakave celice in rakave 
celice z aktiviranim s hipoksijo-induciranim dejavnikom (»angl. hypoxia inducible factor«, 
HIF), pogosto uporabijo glutamin za sintezo maščobnih kislin (Metallo in sod., 2012). 
Glutaminaza katalizira pretvorbo glutamina v glutamat, ki je prekurzor α-ketoglutarata. 
CB-839 je eden od inhibitorjev glutaminaze, ki je že vstopil v klinične raziskave (Gross in 
sod., 2014). Poleg zaviranja presnove glutamina, ima protirakave učinke tudi zaviranje 
presnove drugih aminokislin. Za zdravljenje akutne limfoblastne levkemije je po nekod že 
v uporabi asparaginaza, ki zmanjšuje koncentracijo asparagina v plazmi. V klinične 
raziskave pa je vstopila tudi pegilirana arginin deaminaza, ki zmanjšuje koncentracijo 
arginina v plazmi (Martinez-Outschoorn in sod., 2016). 
 
 
2.2.3 Zaviranje presnove maščobnih kislin in sinteze lipidov 
 
Oksidacija maščobnih kislin ima pomembno vlogo pri uravnavanju redoks homeostaze v 
rakavih celicah. Maščobne kisline so pomemben vir energije za rakave celice, saj nastane 
preko oksidacije maščobnih kislin 2,5-krat več ATP na mol kot preko oksidacije glukoze. 
Zaviranje karnitin-palmitoil-transferaze 1 (CPT1) ima protirakave učinke, saj deluje na 
stopnji, ki omejuje hitrost oksidacije maščobnih kislin. Eden od inhibitorjev CPT1, 
etomoksir, se je v klinični raziskavi izkazal za toksičnega, medtem ko je perheksilin že v 
uporabi za zdravljenje angine pectoris (Martinez-Outschoorn in sod., 2016). Predklinične 
raziskave nakazujejo, da bi bil lahko uporaben tudi za zdravljenje rakavih obolenj (Ren in 
sod., 2015). Poleg inhibitorjev oksidacije maščobnih kislin so zanimivi tudi inhibitorji de 
novo sinteze lipidov in steroidov, ki je nujna za celično delitev, pri kateri morajo celice 
narediti nov fosfolipidni dvosloj. V kliničnih raziskavah kot potencialne učinkovine za 
zdravljenje raka že proučujejo inhibitorje holin kinaze in HMG-CoA reduktaze (Martinez-
Outschoorn in sod., 2016). 
 
 
2.2.4 Zaviranje signalne poti PI3K/Akt/mTOR 
 
Signalna pot fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K), protein-kinaze B (Akt) in kompleksa 1 
kinaze mTOR (angl. »mTOR complex 1«, mTORC1) je ena izmed najbolj pogosto 
spremenjenih signalnih poti, ki vpliva na presnovo rakavih celic. Povišana raven izražanja 
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mTOR vodi do povečanega izražanja encimov glikolize, pentoza fosfatne poti in 
glutaminaze, pospeši biogenezo mitohondrijev in poveča de novo sintezo maščobnih kislin 
(Masui et al., 2014). Čeprav je v klinične raziskave vstopilo že več kot 40 različnih 
inhibitorjev te signalne poti, so trenutno le štiri izmed njih odobreni za zdravljenje 
različnih rakavih obolenj. To sta inhibitorja mTOR temsirolimus in everolimus ter 
inhibitorja PI3K idelalisib in copanlisib (Janku in sod., 2018).  
 
 
2.2.5 Zaviranje transkripcijskih dejavnikov HIF1 in MYC 
 
Transkripcijska dejavnika HIF in MYC vplivata na presnovo rakavih celic. HIF1 pospešuje 
glikolizo, zavira oksidativno fosforilacijo in zmanjšuje biomaso mitohondrijev. HIF1 
praviloma aktivirajo hipoksične razmere v mikrookolju rakavih celic. Izjema so rakave 
celice z mutacijami v genu, ki kodira protein von Hippel-Lindau, kjer je HIF1 neprestano 
aktiviran. V kliničnih in predkliničnih raziskavah so učinkovine, ki zavirajo delovanje 
HIF1 kot je digoksin. MYC pospešuje oksidativno fosforilacijo, poveča biogenezo 
mitohondrijev ter pospeši katabolizem glutamina in porabo glukoze. Tudi inhibitorji, ki 
zavirajo delovanje MYC so že vstopili v klinične raziskave (Martinez-Outschoorn in sod., 
2016). 
 
V splošnem je eden izmed večjih problemov pri iskanju protirakavih učinkovin, ki delujejo 
na presnovo rakavih celic dejstvo, da so se rakave celice sposobne prilagoditi upočasnitvi 
ene izmed presnovnih poti s pospešitvijo druge presnovne poti. Pri zaviranju glikolize 
lahko rakave celice npr. pospešijo katabolizem glutamina. Zato vedno več raziskav 
proučuje učinek kombinacije učinkovin, ki zavirajo različne presnovne poti. Poleg tega 
ima večina inhibitorjev presnovnih poti tudi stranske učinke, ki so po vsej verjetnosti 
posledica njihovih nespecifičnih učinkov na celice ali prevelikih učinkov na normalne 
celice. Zato se veliko raziskav osredotoča na proučevanje protirakavih učinkov 
modulatorjev presnove, ki so že v uporabi za zdravljenje drugih bolezni. Ena takšnih 
učinkovin je metformin, ki zavira oksidativno fosforilacijo v celicah. 
 
 
2.3 METFORMIN  
 
2.3.1 Klinične in farmako-epidemiološke raziskave o protirakavih učinkih 
metformina imajo nasprotujoče rezultate 
 
Metformin, ki spada v skupino bigvanidov, se že več kot 50 let uporablja za zdravljenje 
sladkorne bolezni tipa 2 (Bailey in Day, 2004; Janić in sod., 2017). Nekatere 
retrospektivne farmako-epidemiološke raziskave so pokazale nižjo pojavnost različnih 
rakavih obolenj pri bolnikih, ki imajo sladkorno bolezen in prejemajo metformin, v 
primerjavi s sladkornimi bolniki, ki jemljejo druga zdravila za zdravljenje sladkorne 
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bolezni (Evans in sod., 2005; Wu in sod., 2015). Retrospektivne raziskave nakazujejo, da 
uporaba metformina pri sladkornih bolnikih med drugim zmanjša tveganje za nastanek 
raka dojke (Jiralerspong in sod., 2009; Bodmer in sod., 2010; Kim in sod., 2015), nima pa 
učinkov na pojavnost raka na mehurju (Mamtani in sod., 2014). Trenutno poteka več 
kliničnih raziskav, ki bi lahko potrdile pozitivne učinke metformina pri adjuvantnemu 
zdravljenju raka pri bolnikih, ki nimajo sladkorne bolezni. 
 
Rezultati prvih zaključenih kliničnih raziskav so si nasprotujoči. Analiza vzorcev tumorjev 
raka dojke odvzetih z biopsijo pri manjši populaciji bolnic brez sladkorne bolezni, je 
pokazala, da metformin zavre proliferacijo celic (Hadad in sod., 2011), medtem ko 
raziskava na vzorcih tumorjev raka dojke na večji populaciji bolnic ni zasledila nobenih 
učinkov metformina na celično proliferacijo (Bonanni in sod., 2012). Pri analizi celotne 
populacije bolnikov so rezultati klinične raziskave na raku trebušne slinavke v 
napredovalni fazi pokazali, da adjuvantno zdravljenje z metforminom ni imelo učinkov na 
preživetje. Toda ista klinična raziskava je nakazala, da adjuvantno zdravljenje z 
metforminom morda podaljša preživetje sladkornih bolnikov z rakom trebušne slinavke v 
napredovalni fazi (Kordes in sod., 2015). Podobno je farmako-epidemiološko raziskava 
nakazala zmanjšano tveganje za obolenje z rakom trbušne slinavke pri sladkornih bolnikih, 
ki so jemali metformin (Lee in sod., 2018). Adjuvantno zdravljenje z metforminom ni 
imelo učinkov na preživetje pri HER2-negativnemu metastatskemu raku dojke pri 
bolnicah, ki niso imele sladkorne bolezni (Gennari in sod., 2016). Pri adjuvantnemu 
zdravljenju raka na prostati pa so opazili celo trend proti krajšemu preživetju bolnikov, ki 
so prejeli metformin (Jarrard in sod., 2017). Po drugi strani adjuvantno zdravljenje z 
metforminom izboljša preživetje brez ponovitve bolezni in celokupno preživetje sladkornih 
bolnic s HER2-pozitivnim rakom dojke, ki ima izražene estrogenske in progesteronske 
receptorje (Sonnenblick in sod., 2017) in podaljša preživetje (12,4 napram 5,8 mesecev) 
debelih bolnikov s kolorektalnim rakom (Miranda in sod., 2016). Prav tako je metformin 
podaljšal preživetje brez napredovanja bolezni in celokupno preživetje pri napredovalnemu 
in metastatskemu nedrobnoceličnem raku pljuč (Marrone in sod., 2018). 
 
Razlogi za nasprotujoče si rezultate retrospektivnih farmakoepidemioloških in kliničnih 
raziskav bi lahko bili tako različna doza metformina, čas jemanja metformina, razlike v 
kemoterapiji in radioterapiji. Poleg tega pa bi na učinke metformina lahko vplivale tudi 
razlike v stadiju raka, starosti bolnikov z rakom in razlike v komorbidnosti. Na rezultate 
retrospektivnih farmakoepidemioloških raziskav pa pomembno vplivajo tudi razlike v 
statistični analizi in zajemanju vzorcev (Suissa in Azoulay, 2014). Poleg tega bi bili lahko 
nasprotujoči si rezultati tudi posledica razlik v intrinzičnih lastnostih rakavih celic, 
različnih tipov raka in razlik v razpoložljivosti hranil v njihovem mikrookolju, ki se lahko 
spreminja z velikostjo tumorjev (Boroughs in DeBerardinis, 2015). 
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2.3.2 Koncentracijsko območje delovanja metformina 
 
Metformina doseže v plazmi ljudi okoli 2 μM – 24 μM koncentracijo (Bailey in sod., 2008; 
Graham in sod., 2011), medtem ko lahko doseže pri miših v portalni krvi, ki teče iz 
črevesja proti jetrom do 50 µM (Wilcock in Bailey, 1994). Koncentracije, ki so potrebne, 
da ima metformin učinek na celične kulture (1 – 10 mM) so po navadi veliko višje od 
koncentracij, ki so dosegljive v plazmi ljudi. Za primerjavo, naj bi se vzdrževalo pri 
zdravljenju sladkorne bolezni koncentracijo metformina v plazmi pod 40 µM (Krentz in 
sod., 1994). Sicer lahko metformin v plazmi doseže tudi okoli 1 mM koncentracijo, vendar 
ta povzroči smrtno nevarno laktacidozo (Lalau in Race, 1999). Metformin je pozitivna 
molekula, ki zaradi elektrokemijskega potenciala prehaja v mitohondrije celic (Wheaton in 
sod., 2014). Nekatere raziskave nakazujejo, da se metformin kopiči v mitohondrijih, kjer bi 
lahko teoretično dosegel 100 do 300-krat višjo koncentracijo kot zunaj njih (Bridges in 
sod., 2014). Zaradi pozitivnega naboja lahko vstopa v celice le prek prenašalcev, kot je 
prenašalec za organske katione OCT1. Vstop metformina v celice in njegov vpliv nanje je 
zato odvisen od števila prenašalcev, ki jih le te izražajo zaradi česar metformin v nekaterih 
tkivih doseže veliko višjo koncentracijo kot v plazmi (Wang, 2002; Shu in sod., 2007). 
Metformin lahko v jetrih podgan, ki izražajo veliko število prenašalcev OCT1, doseže do 
50 µmol/kg koncentracijo (Wilcock in sod., 1991; Wang, 2002). Najvišjo koncentracijo 
doseže metformin v tankem črevesju, ki je pri ljudeh kar 30-300 krat višja (4 mmol/kg) kot 
v plazmi (Bailey in sod., 2008). Odvisno od celične linije, ki je bila uporabljena za 
ksenograft, lahko metformin tudi v tumorju v mišjem modelu doseže do 200 µM 
koncentracijo (Cheong in sod., 2011). Zanimivo je, da je v serumu miši, ki so zaužile 10-
krat več metformina na kilogram kot je standardna količina metformina, ki jo zaužijejo 
bolniki s sladkorno boleznijo (30 mg/kg na dan), podobna koncentracija metformina kot v 
serumu sladkornih bolnikov. Dosežene koncentracije metformina v miših zadostujejo za 
upočasnjeno rast tumorjev, kar nakazuje, da imajo lahko standardne količine metformina 
učinke tudi na tumorje pri rakavih bolnikih (Wheaton in sod., 2014; Chandel in sod., 
2016). 
 
Raziskave imajo nasprotujoče rezultate glede učinkov metformina na celice MDA-MB-
231, ki je najbolj pogosto uporabljena celična linija trojno negativnega raka dojke (Chavez 
in sod., 2011). Enotno so pokazale, da visoke koncentracije metformina (10-40 mM) 
zavirajo rast in proliferacijo celic MDA-MB-231 (Liu in sod., 2009; Wahdan-Alaswad in 
sod., 2013; Hadad in sod., 2014; Zhuang in sod., 2014), medtem ko se učinki nižjih 
koncentracij metformina na rakave celice precej razlikujejo. V nekaterih raziskavah 30-500 
µM metformin zavre proliferacijo celic MDA-MB-231 (Zordoky in sod., 2014; Marinello 
in sod., 2016), v drugih pa 2-10 mM metformin celo po nekaj dnevni izpostavitvi nima 
nobenih učinkov (Zhuang in Miskimins, 2008, 2011; Sadighi in sod., 2014). Visoka 
koncentracija glukoze v celičnem gojišču zmanjša učinek metformina na rakave celice 
(Menendez in sod., 2012; Wahdan-Alaswad in sod., 2013; Zhuang in sod., 2014; Zordoky 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 14 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
in sod., 2014). Toda nasprotujoče rezultate glede učinkov metformina na celice MDA-MB-
231 imajo tudi raziskave, pri katerih so uporabili podobno koncentracijo glukoze v 
celičnem gojišču (Wahdan-Alaswad in sod., 2013; Sadighi in sod., 2014; Zhuang in sod., 
2014; Zordoky in sod., 2014), kar nakazuje, da še ni popolnoma znano, kaj vse določa 
vpliv metformina na rakave celice v kulturi. 
 
Nasprotujoči rezultati raziskav o vplivu metformina na celice MDA-MB-231 nakazujejo, 
da na učinek metformina ne vplivajo le intrinzične lastnosti celic, ampak tudi zunanji 
dejavniki. Določitev teh dejavnikov bi pripomoglo k razumevanju mehanizma delovanja 
metformina. Prav tako bi pripomoglo k razumevanju nasprotujočih rezultatov farmako-
epidemioloških in kliničnih raziskav. 
 
 
2.3.3 Mehanizem delovanja metformina 
 
Ne glede na mehanizem delovanja lahko metformin zmanjša možnost za nastanek raka in 
izboljša potek rakaste bolezni (Wu in sod., 2015; Sonnenblick in sod., 2017; Marrone in 
sod., 2018). Obstajata dva možna mehanizma delovanja metformina na rakave celice, ki se 
med seboj ne izključujeta; posredni in neposredni vpliv na celice (Slika 2): 
 
i) Metformin lahko upočasni proliferacijo rakavih celic zaradi sistemskega vpliva na telo, 
saj inhibira glukoneogenezo in zniža koncentracijo glukoze in inzulina v plazmi sladkornih 
bolnikov. Ker povišana koncentracija inzulina pospeši proliferacijo rakavih celic, ki imajo 
izražene inzulinske receptorje, lahko že izboljšanje presnove glukoze ugodno vpliva na 
upočasnjen potek rakave bolezni (Foretz in sod., 2014; Luengo in sod., 2014). 
 
ii) Metformin tudi neposredno vpliva na celice, saj preko reverzibilne vezave na kompleks 
I v dihalni verigi inhibira oksidativno fosforilacijo v mitohondrijih (El-Mir in sod., 2000; 
Owen in sod., 2000; Bridges in sod., 2014). Rakave celice, ki imajo izraženo NADH 
dehidrogenazo NDI1 iz Saccharomyces cerevisiae, ki je odporna na delovanje metformina 
in katalizira prenos elektronov iz NADH na ubikvinon, so odporne na delovanje 
metformina in vitro (Birsoy in sod., 2014; Wheaton in sod., 2014) in v mišjem modelu, ki 
nima sladkorne bolezni, in vivo (Wheaton in sod., 2014). Poleg kompleksa I, metformin 
zavira tudi glicerol-3-fosfat dehidrogenazo v mitohondrijih jeter in s tem upočasni 
glukoneogenezo (Madiraju in sod., 2014). Metformin povzroči kopičenje glicerol-3-
fosfata, ki je substrat za glicerol-3-fosfat dehidrogenazo, tudi pri nekaterih rakavih celicah, 
kar nakazuje, da morda tudi v teh celicah zavira delovanje glicerol-3-fosfat dehidrogenaze 
(Hodeib in sod., 2018). 
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Slika 2: Metformin lahko posredno ali neposredno deluje na tumor (vir: Luengo in sod., 2014). 
Figure 2: Indirect and direct effects of metformin on tumors (reference: Luengo et al., 2014). 
 
Metformin lahko zavira rast tumorjev preko sistemskega vpliva na telo ali pa z neposrednim delovanjem na 
rakave celice. Metformin zmanjša izpljavljanje glukoze iz jeter ter s tem zniža koncentracijo glukoze in 
inzulina v plazmi. Ker je iznulin znan mitogen, metformin preko znižanja koncentracije inzulina v plazmi 
deluje na rast rakavih celic posredno. Poleg tega lahko deluje metformin na rakave celice tudi neposredno, 
preko zaviranja oksidativne fosforilacije, vpliva na Krebsov cikel, in preko aktiviranja nekaterih presnovnih 
tarč kot je AMPK, ki uravnava energijsko homeostazo v celici. 
 
 
Zaradi delovanja na kompleks I in zavore glicerol-3-fosfat dehidrogenaze, metformin 
poveča razmerje NAD
+
/NADH v celici kar pomembno vpliva na njihovo proliferacijo 
(Madiraju in sod., 2014; Gui in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Poleg tega vpliva na 
potek Krebsovega cikla, saj celice pod vplivom metformina proizvedejo večino citrata 
preko reduktivne karboksilacije intermediatov, ki izhajajo iz glutamina (Mullen in sod., 
2012; Fendt in sod., 2013). Pod vplivam metformina se upočasnijo tudi anaplerotične 
reakcije v mitohondriju (Janzer in sod., 2014; Griss in sod., 2015), še posebej sinteza 
aspartata (Gui in sod., 2016). Metformin zavira oksidativno fosforilacijo in s tem poveča 
razmerje ADP:ATP in AMP:ATP v celici. V jetrih povečana koncentracija AMP v 
celičnem citosolu zavira nastanek cAMP in s tem signaliziranje proteinske-kinaze odvisne 
od cAMP (PKA), ki sicer pospešuje glukoneogenezo (Miller in sod., 2013). Poleg tega 
energijska kriza v celici povzroči aktivacijo z AMP aktivirane protein-kinaze (AMPK), ki 
prav tako zavira glukoneogenezo v jetrih (Zhou in sod., 2001) in s tem vpliva na sistemsko 
delovanje metformina na rakave celice. Toda metformin neposredno aktivira AMPK tudi v 
rakavih celicah, pri čemer vloga tega encima še ni popolnoma pojasnjena (Zakikhani in 
sod., 2006; Pollak, 2012) (Slika 3).   
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 16 




Slika 3: Posledice na celici, ki jih povzroči učinek metformina na mitohondrije (vir: Luengo in sod., 
2014). 
Figure 3: Cellular consequences of metformin action at the mitochondria (reference: Luengo et al., 
2014). 
 
Metformin vstopi v celice preko prenašalcev za organske katione kot je OCT1. Nato se kupiči v 
mitohondriju, kjer zavira kompleks I v dihalni verigi in mitohondrijsko glicerol-3-fosfat dehidrogenazo kar 
zmanjša oksidacijo NADH. Metformin zavira tudi pretok v Krebsovem ciklu in zniža sintezo ATP, kar 
privede do aktivacije AMPK. in pospeši glikolizo v celicah. Poleg  tega metformin v jetrih zniža 
signaliziranje cAMP/PKA in zavira glukoneogenezo. 
 
 
2.3.4 Metformin aktivira z AMP aktivirano protein-kinazo (AMPK) 
 
AMPK je heterotrimerni kompleks, ki ga sestavljata katalitična podenota α in regulatorni 
podenoti β in γ. Glavni mehanizem popolne aktivacije AMPK je sestavljen iz treh korakov. 
i) Vezava AMP ali ADP na podenoto γ spodbudi fosforilacijo Thr172 na katalitični 
podenoti α, ki je nujno potrebna za popolno aktivacijo AMPK. V sesalskih celicah je 
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glavna kinaza, ki povzroči fosforilacijo Thr
172
 jetrna kinaza B1 (LKB1). LKB1 kodira znan 
tumor-supresorski gen, ki je mutiran pri sindromu Peutz-Jeghers in pri sporadičnih oblikah 
raka. ii) LKB1 je konsitutivno aktivna zaradi česar neprestano fosforilira AMPK, toda ob 
pomanjkanju vezave AMP ali ADP povzročijo protein-fosfataze njegovo defosforilacijo. 
Vezava AMP ali ADP na podenoto γ torej povzroči konformacijsko spremembo, ki 
preprečuje defosforilacijo Thr
172
. iii) Vezava AMP, ne pa tudi ADP, povzroči alosterično 
aktivacijo AMPK z že fosforiliranim Thr
172 
(Garcia in Shaw, 2017). Zaradi 
večstopenjskega mehanizma, aktivira energijski stres AMPK postopoma, kar omogoča 
primeren odziv celice na raven energijskega stresa, ki mu je celica podvržena. Medtem ko 
sama vezava ADP ali AMP poveča aktivnost AMPK za 10-krat, se aktivnost po z LKB1-
posredovani fosforilaciji zviša še za 10-krat. Če se na že aktiviran AMPK pri močno 
povišanem razmerju AMP:ATP veže še en AMP kar povzroči alosterično aktivacijo 
AMPK, pa celokupna aktivnost AMPK zraste kar za 1000-krat (Hardie in sod., 2012) 
(Slika 4). 
 
Slika 4: Večstopenjski mehanizem aktivacije AMPK (vir: Hardie in sod., 2012). 
Figure 4: Model for the mechanism of activation of AMPK. (reference: Hardie et al., 2012). 
 
Povišano razmerje ADP:ATP in AMP:ATP v celici povzroči aktivacijo AMPK. V bazalnem stanju (zgoraj 
levo) zaseda mesto 1 in 3 na podenoti γ ATP (mesto 4 zaseda vedno AMP). Zmeren energijski stres povzroči 
zamenjavo ATP z ADP (ali AMP) na mestu 3 (zgoraj v sredini) in s tem spodbudi fosforilacijo Thr172 na 
podenoti α (spodaj v sredini). Pri tem aktivnost AMPK naraste za 100-krat (označeno z dvema zvezdicama). 
Še močnejši stres povzroči na mestu 1 zamenjavo ATP z AMP, kar pripelje do alosteričnih sprememb in s 
tem še 10-krat močnejše aktivacije AMPK. Celokupna aktivacija AMPK torej zraste za 1000-krat (označeno 
s tremi zvezdicami, spodaj desno). Če se energijski status v celici vrne v bazalno stanje, se AMP na mestu 1 
in AMP ali ATP na mestu 3 počasi zamenjata z ATP (pri tem poteka inaktivacija kot je prikazano spodaj 
desno proti spodaj levo). Menjava AMP in ADP z ATP povzroči defosforilacijo Thr172 in vrnitev AMPK v 
bazalno stanje.  
 
 
Poleg sprememb v energijskem stanju celice, povzroči aktivacijo AMPK tudi povišana 
količina Ca
2+
 v celici. V tem primeru poteka fosforilacija AMPK neodvisno od količine 
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ADP in AMP, preko s kalmodulinom aktivirane protein-kinaze-kinaze (CaMKK). Toda v 
rakavih celicah, ki zaradi somatskih mutacij ne izražajo LKB1, lahko povečana 
koncentracija AMP in ADP aktivira AMPK, do česar pride le v primeru, če je hkrati 
povečana tudi znotrajcelična koncentracija Ca
2+ 
(Hardie in sod., 2012). AMPK pa lahko 
neodvisno od količine ADP in AMP v celici aktivirajo spojine in razmere z genotoksičnimi 
učinki (Ji in sod., 2010; Sanli in sod., 2010), povečana količina reaktivnih kisikovih zvrsti 
v celici (Alexander in sod., 2010; Zmijewski in sod., 2010) in pomanjkanje glukoze 
(Zhang in sod., 2017; Lin in Hardie, 2018). Poleg tega je AMPK močno aktiviran pri 
adherentnih celicah, ki rastejo v razmerah, v katerih nimajo možnosti, da bi se pritrdile na 
podlago (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012). 
 
Poznamo neposredne in posredne aktivatorje AMPK, ki delujejo preko treh različnih 
mehanizmov.  
 
i) Metformin aktivira AMPK posredno, saj se veže na kompleks I v dihalni verigi 
mitohondrija kar povzroči energijski stres v celici in s tem povečano razmerje 
AMP:ATP in ADP:ATP zaradi česar se AMP in ADP vežeta na AMPK. 
Metformin lahko poveča količino AMP v celici in s tem aktivira AMPK tudi 
tako, da zavre delovanje AMP-deaminaze (Ouyang in sod., 2011). Metformin 
pa tudi pospeši nastanek heterotrimernega kompleksa AMPK (Meng in sod., 
2015). 
 
ii) Nekateri neposredni aktivatorji AMPK delujejo tako, da se v celicah pretvorijo 
v analoge AMP in nato posnemajo energijski stres v celici. Tak primer je 
AICAR, ki se v celici pretvori v nukleotid ZMP, ki se nato veže na AMPK na 
mesto AMP. 
 
iii) Nekateri neposredni aktivatorji se vežejo v žleb med podenotama α in β AMPK. 
Primer takega neposrednega aktivatorja je A-769662. 
 
AMPK je osrednji regulator homeostaze celične energije, ki ob aktivaciji pospeši katabolne 
in upočasni anabolne procese v celici. AMPK spodbuja privzem glukoze preko prenašalcev 
glukoze tipa 1 (GLUT1) in tipa 4 (GLUT4) in spodbuja glikolizo preko aktivacije 
fosfofrukto-kinaze-2. Poleg tega zavira delovanje glikogen-sintaze in s tem zmanjša 
sintezo glikogena ter  zavira transkripcijo encimov, ki katalizirajo glukoneogenezo. 
Aktivacija AMPK uravnava tudi lipidni metabolizem. V miocitih srca AMPK pospeši 
privzem maščobnih kislin. Poleg tega aktivacija AMPK pospeši β-oksidacijo in zavre 
sintezo maščobnih kislin. AMPK fosforilira in s tem zavre aktivnost acetil-CoA 
karboksilaze 1 (ACC1) in ACC2, ki pretvarjata acetil-CoA v malonil-CoA (Hardie, 2007; 
Hardie in sod., 2012). Malonil-CoA, ki nastane zaradi delovanja ACC1 na citosolni strani 
mitohondrija, se porabi za sintezo maščobnih kislin. Malonil-CoA, ki nastane pri delovanju 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 19 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
ACC2 na notranji mitohondrijski membrani pa zavre karnitin-palmitoil transferazo 1 
(CPT1). CPT1 omogoča prenos maščobnih kislin namenjenih za β-oksidacijo v notranjost 
mitohondrija(Abu-Elheiga in sod., 2001; Hardie in Pan, 2002; Jeon in Hay, 2012). AMPK 
zavira tudi delovanje glicerol-fosfat-acil-transferaze, ki nastopa pri sintezi trigliceridov in 
fosfolipidov in 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA-reduktaze, ki je vpletena pri sintezi 
holesterola. Poleg tega aktivacija AMPK uravnava tudi presnovo proteinov, saj zavira 
aktivacijo kompleksa mTORC1 (angl. »mammalian target of rapamycin complex 1«) ter s 
tem zavira sintezo proteinov. Zavira tudi sintezo ribosomalne RNA. Preko uravnavanja 
celične presnove, AMPK uravnava pomembne celične funkcije kot sta biogenezo 
mitohondrijev in mitofagijo, celični cikel, pomaga vzpostaviti in vzdrževati polarnost celic 
ter vpliva na celično rast in proliferacijo (Hardie, 2007; Hardie in sod., 2012). Aktivacija 
AMPK lahko med drugim tudi zavre Warburgov učinek v rakavih celicah in upočasni rast 
tumorjev in vivo (Faubert in sod., 2013).  
 
Kakšna je vloga AMPK pri neposrednih učinkih metformina na rakave celice, ostaja 
odprto vprašanje. Nekatere raziskave nakazujejo, da metformin v razmerah optimalnih za 
celično proliferacijo zavira rast rakavih celic tako in vitro kot in vivo zaradi aktivacije 
AMPK, ki je odvisna od LKB1 (Zakikhani in sod., 2006; Huang in sod., 2008). Medtem ko 
so novejše raziskave  pokazale, da ima metformin tudi od AMPK neodvisen učinek na 
celični metabolizem in proliferacijo (Kalender in sod., 2010; Griss in sod., 2015; Vincent 
in sod., 2015). Če je v okolici dovolj glukoze, lahko rakave celice kompenzirajo vpliv 
metformina na oksidativno fosforilacijo s pospešitvijo glikolize. V tem primeru z 
metforminom spodbujena aktivacija AMPK zavira celično proliferacijo. Pri pomanjkanju 
glukoze v gojišču in vitro, pa so celice z okvarjenim mehanizmom aktivacije AMPK 
(LKB1 negativne celice), celo bolj občutljive na metformin, saj pod energijskim stresom 
ne morejo ponovno vzpostaviti z AMPK-posredovane celične energijske homeostaze 
zaradi česar nastopi celična smrt (Algire in sod., 2011). Prav tako so tudi celice pljučnega 
raka, ki imajo nedelujoč LKB1 bolj občutljive na delovanje fenformina, ki je analog 
metformina (Shackelford in sod., 2013). Rezultati glede vloge AMPK pri delovanju 
metformina neposredno na rakave celice so si torej na prvi pogled nasprotujoči, vendar pa 
se ujemajo s t. i. dvojno vlogo AMPK: aktivacija AMPK tako v razmerah in vitro kot v 
razmerah in vivo ustavi proliferacijo rakavih celic (Faubert in sod., 2013), vendar pa pri 
celičnem stresu poveča možnosti preživetja celic (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012).  
 
 
2.3.5 Učinek metformina na rakave celice v odvisnosti od razpoložljivih hranil 
 
Nedavne raziskave so pokazale, da je učinek metformina na rakave celice odvisen od 
njihovih genetskih značilnosti in od razpoložljivost hranil v njihovem mikrookolju (Birsoy 
in sod., 2014; Gui in sod., 2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Večina raziskav 
na celičnih kulturah poteka pri visoki, nefiziološki koncentraciji glukoze, saj celična 
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gojišča po navadi vsebujejo okoli 25 mM (4,5 g/l) glukoze. Tako visoko koncentracijo 
glukoze v serumu redko dosežejo celo nezdravljeni bolniki s sladkorno boleznijo (Monnier 
in sod., 2006). Po drugi strani je povprečna dnevna koncentracija glukoze v serumu ljudi, 
ki nimajo sladkorne bolezni okoli 5,6 mM (1 g/l) (Cryer, 2009), medtem ko je lahko 
sredica tumorja zaradi slabe prekrvavitve in povečane glikolize v rakavih celicah skoraj 
popolnoma brez glukoze (Hirayama in sod., 2009). Toda v nasprotju s pričakovanji 
proliferirajo nekatere celice z normalno delujočimi mitohondriji pri nizki koncentraciji 
glukoze celo hitreje kot v nefizioloških razmerah, medtem ko pri celicah, ki imajo slabo 
delujoče mitohondrije ob pomanjkanju glukoze nastopi celična smrt (Yang in sod., 2010; 
Birsoy in sod., 2014). Celice, ki so bolj občutljive na nizko koncentracijo glukoze v 
gojišču, so po navadi tudi bolj občutljive na delovanje fenformina, bigvanida sorodnega 
metforminu (Birsoy in sod., 2014). Ker metformin zavira oksidativno fosforilacijo v 
mitohondriju (El-Mir in sod., 2000; Owen in sod., 2000; Bridges in sod., 2014), rakave 
celice pod vplivom metformina pospešijo glikolizo, da bi ponovno vzpostavile energijsko 
homeostazo (Zhuang in sod., 2014). Pri pomanjkanju glukoze v celičnem gojišču se rakave 
celice pod vplivom metformina ne morejo prilagoditi upočasnjeni oksidativni fosforilaciji s 
pospešitvijo glikolize, zaradi česar lahko nastopi celična smrt. 
 
Nedavne raziskave so pokazale, da poleg koncentracije glukoze v celičnem gojišču, na 
delovanje metformina na rakave celice vpliva tudi koncentracija glutamina (Fendt in sod., 
2013), piruvata (Gui in sod., 2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018) in nekaterih 
neesencialnih aminokislin, kot so aspartat (Gui in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018), serin 
in glicin (Gravel in sod., 2014). Prav tako na delovanje metformina vpliva tudi količina 
aminokislin v celičnem gojišču (Sullivan in sod., 2015). Odsotnost glutamina poveča 
učinek metformina na jetrne rakave celice v kulturi, medtem ko inhibitorji glutaminaze v 
kombinaciji z metforminom sinergistično upočasnijo proliferacijo celic raka prostate 
(Fendt in sod., 2013). Kakšen je učinek pomanjkanja glutamina na delovanje metformina 
na druge rakave celice, še ni znano.  
 
Celice, ki imajo slabo delujočo oksidativno fosforilacijo potrebujejo za svoje preživetje 
piruvat (King in Attardi, 1989; Birsoy in sod., 2015; Sullivan in sod., 2015). Nedavne 
raziskave so pokazale, da pomanjkanje piruvata poveča učinek metformina na rakave 
celice (Gui in sod., 2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Metformin zniža 
razmerje NAD
+
/NADH v celicah in s tem prepreči sintezo aspartata, kar zavira 
proliferacijo rakavih celic (Gui in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Dodatek eksogenih 
prejemnikov elektronov piruvata ali α-ketobutirata zviša razmerje NAD
+
/NADH v celici, 
dvigne znotrajcelično koncentracijo aspartata in ponovno vzpostavi proliferacijo rakavih 
celic, ki imajo zavrto oksidativno fosforilacijo (Birsoy in sod., 2015; Sullivan in sod., 
2015; Gui in sod., 2016). Celice raka dojke lahko proizvedejo piruvat iz glukoze, poleg 
tega pa tudi iz serina in glicina (Mehrmohamadi in sod., 2014). Prisotnost serina v 
celičnem gojišču je pomembna tudi zato, ker pomanjkanje serina upočasni glikolizo (Ye in 
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sod., 2012). Pomanjkanje serina v celičnem gojišču poveča učinek metformina na rakave 
celice, saj se rakave celice ne morejo prilagoditi na zavrto oksidativno fosforilacijo s 
povišanjem glikolize (Gravel in sod., 2014). Na učinke metformina v odvisnosti od hranil 
pa vplivajo tudi intrinzične lastnosti rakavih celic. Dodatek aspartata celičnemu gojišču ne 
prepreči učinkov metformina na zavrto proliferacijo celic raka jajčnikov (Liu et al., 2016). 
Na nekaterih celičnih linijah, kot npr. na celicah raka dojke učinki metformina v odvisnosti 
od hranil še niso bili podrobno raziskani. 
 
Na učinek metformina na rakave celice bi lahko vplival tudi model celične kulture, npr. 
klasnična enoslojna kultura in 3D tumorski sferoidi. Tumorski sferoidi so bolj kompleksni 
kot enoslojna kultura toda manj kot tumorji in vivo. Sestavljajo jih rakave celice, ki imajo 
glede na njihovo mikrolokacijo na voljo različne koncentracije hranil in kisika pri čemer je 
ta zaradi slabe difuzije najnižja v sredici tumorja. Zaradi pomanjkanja kisika in hranil, 
imajo celice v sredici tumorskega sferoida po navadi počasnejšo proliferacijo in hitreje 
umrejo. Ker so rakave celice, ki sestavljajo tumorski sferoid glede na njihovo 
mikrolokacijo izpostavljene različnim razmeram, tumorski sferoidi v primerjavi z 
enoslojno kulturo bolje posnemajo razmere in vivo, ki jih najdemo v mikrometastazah ali v 
mikroregijah večjih tumorjev (Sutherland, 1988). Presnovne poti rakavih celic v klasični 
2D enoslojni kulturi se razlikujejo od tistih, ki so gojene v 3D kulturah kot so tumorski 
sferoidi, kar bi lahko vplivalo na delovanje metformina na rakave celice v odvisnosti od 
hranil v celičnem gojišču (Rodríguez-Enríquez in sod., 2008; Liao in sod., 2014; Jiang in 
sod., 2016; Pacheco-Marín in sod., 2016). 
 
 
2.3.6 Metformin ima sinergistične učinke na rakave celice v kombinacijami z 
drugimi učinkovinami 
 
Vedno več raziskav se osredotoča na iskanje ustrezne učinkovine, ki bi povečala učinek 
metformina na rakave celice (Foretz in sod., 2014). Metformin v kombinaciji s 
kemoterapevtikoma doksorubicinom in paklitakselom sinergistično upočasni proliferacijo 
rakavih celic (Hirsch in sod., 2009; Hanna in sod., 2012). Po drugi strani metformin 
zmanjša učinek cisplatina na nekatere rakave celične linije (Janjetovic in sod., 2011; Rattan 
in sod., 2011), kar nakazuje, da imajo lahko kombinacije učinkovin z metforminom tudi 
nezaželene učinke na rakave celice. Metformin v kombinaciji z aspirinom sinergistično 
upočasni proliferacijo celic raka trebušne slinavke preko zaviranja mTOR (Yue in sod., 
2015) ter sinergistično zavira mTOR in aktivira AMPK v celicah karcinoma črevesja (Din 
in sod., 2012). Glavna tarča aspirina so ciklooksigenaze, ki katalizirajo enega od korakov 
pri biosintezi prostanoidov. Toda aspirin se v nekaj minutah po zaužitju presnovi v 
salicilat, ki ostane v telesu nekaj ur in je aktivator AMPK (Hardie, 2014). Sinergistična 
aktivacija AMPK z metforminom in aspirinov na celicah karcinoma črevesja nakazuje, da 
bi lahko imeli sinergistične učinke z metforminom tudi drugi aktivatorji AMPK (Din in 
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sod., 2012). Metformin deluje sinergistično na rakave celice tudi v kombinaciji z 
everolimusom, inhibitorjem mTOR (Ariaans in sod., 2017). Metformin ima tako večji 
učinek na rakave celice v kombinaciji s kemoterapevtiki kot tudi s spojinami, ki vplivajo 
na signalne poti rakavih celic. 
 
Metformin ima večji učinek na rakave celice v odsotnosti nekaterih hranil, zato ni 
presenetljivo, da njegov učinek povečajo tudi inhibitorji, ki vplivajo na presnovo teh 
hranil. Odsotnost glutamina poveča učinke metformina na proliferacijo celic raka na jetrih 
in metformin v kombinaciji z inhibitorjem glutaminaze sinergistično zavre proliferacijo 
celic raka na prostati (Fendt in sod., 2013). Odsotnost glukoze in piruvata poveča učinek 
metformina na rakave celice (Gui in sod., 2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018), 
zato so še posebej zanimivi inhibitorji, ki delujejo na glikolizo rakavih celic ali na 
presnovo piruvata. Metformin deluje sinergistično na rakave celice z DCA in oksamatom, 
ki vplivata na presnovo piruvata (Choi in Lim, 2014; Haugrud in sod., 2014; Chaube in 
sod., 2015). DCA zavira delovanje piruvat-dehidrogenaze-kinaze ter s tem poveča vstop 
piruvata v mitohondrije. Piruvat-dehidrogenaza-kinaza namreč inhibira piruvat-
dehidrogenazo, ki katalizira pretvorbo piruvata v acetil-CoA in tako omogoča vstop 
acetila-CoA nastalega iz piruvata v Krebsov cikel (Michelakis in sod., 2008). Oksamat 
zavira laktat-dehidrogenazo in s tem pretvorbo piruvata v laktat (Chaube in sod., 2015).  
 
V odsotnosti glukoze ima metformin citotoksične in citostatične učinke na rakave celice, 
saj pomanjkanje glukoze v celičnem gojišču prepreči prilagoditev rakavih celic na zavrto 
oksidativno fosforilacijo, ki jo povzroči metformin (Menendez in sod., 2012; Wahdan-
Alaswad in sod., 2013; Birsoy in sod., 2014; Zhuang in sod., 2014). Podoben učinek na 
rakave celice ima kombinacija metformina z inhibitorji glikolize. 2-DG je pogosto 
uporabljen kompetitiven inhibitor glikolize, ki so ga že testirali v kliničnih raziskavah 
(Mohanti in sod., 1996; Stein in sod., 2010; Yamasaki in sod., 2011; Raez in sod., 2013). 
Toda 2-DG ima še druge, nespecifične učinke na rakave celice (Ralser in sod., 2008; Jeon 
in sod., 2012; Urakami in sod., 2013; Ahadova in sod., 2015; León-Annicchiarico in sod., 
2015; Marini in sod., 2016). 2-DG zviša razmerje AMP:ATP in ADP:ATP v celici in s tem 
posredno aktivira AMPK (Hardie, 2014). V serumu ljudi se lahko varno doseže okoli 600 
µM koncentracijo 2-DG (Yamasaki in sod., 2011; Raez in sod., 2013), ki je tudi dovolj 
visoka koncentracija, da zavira rast rakavih celic ledvic v kulturi v prisotnosti 8,3 mM 
glukoze (Yamasaki in sod., 2011). 2-DG v kombinaciji z metforminom sinergistično zavira 
proliferacijo rakavih celic (Ben Sahra in sod., 2010; Cheong in sod., 2011; Levesley in 
sod., 2013; Wokoun in sod., 2017). Zanimivo je, da metformin v kombinaciji z 2-DG ne 
povzroči vedno smrti celic (Ben Sahra in sod., 2010; Levesley in sod., 2013). Učinki 
mikromolarnih koncentracij metformina v kombinaciji z 600 µM 2-DG na rakave celice 
gojene v normoglikemičnih razmerah (5,6 mM glukoze) so slabo raziskani. Tekom 
doktorske disertacije smo proučevali učinek kombinacije 2-DG in metformina na celice 
raka dojke. Nepričakovano smo opazili, da kombinacija obeh učinkovin povzroči luščenje 
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vabilnih celic raka dojke kar nakazuje, da bi lahko kombinacija obeh učinkovin vplivala na 
metastaziranje rakavih celic. 
 
 
2.4 LUŠČENJE RAKAVIH CELIC OD PODLAGE IN ANOIKIS 
 
Sposobnost metastaziranja je ena izmed značilnosti rakavih celic. Večina rakavih bolnikov 
umre zaradi metastaziranja rakavih celic v oddaljene organe in ne zaradi posledic 
primarnega tumorja. Današnji načini zdravljenja rakavih bolezni v veliki meri ciljajo hitro 
rastoče in proliferirajoče rakave celice in ne preprečijo metastaziranja rakavih celic. Poleg 
tega so metastaze lahko več let ali desetletij v »spečem« stanju, preden začne sekundarni 
tumor rasti (Massagué in sod., 2017). 
 
 
2.4.1 Koraki pri metastaziranju rakavih celic 
 
Proces metastaziranja rakavih celic je sestavljen in več korakov. V procesu metastaziranja 
rakave celice migrirajo in preidejo iz primarnega tumorja v stromo tumorja (lokalna 
invazija). Pri tem rakave celice najprej preidejo bazolateralno membrano. Večina rakavih 
celic invazira kolektivno v obliki mnogoceličnih enot. Preko dveh različnih mehanizmov, 
mezenhimalnega in amoeboidnega, lahko invazira tudi posamična rakava celica, pri čemer 
se lahko mehanizmi invazije rakavih celic izmenjujejo glede na razmere v njihovem 
mikrookolju. Ena od ovir pri invaziranju rakavih celic so medcelični stiki iz E-kadherina, 
ki povezujejo sosednje epitelijske celice. Prehod rakavih celic preko epitelne bariere 
omogoča epitelna-mezenhimalna tranzicija (EMT). Ta vključuje raztapljanje adherentnih 
in tesnih stikov in izgubo celične polarnosti, kar osami celice, ki sestavljajo epitelij, hkrati 
pa celice pridobijo mezenhimske lastnosti, kot je povečana invazivnost. Invazijo omogoča 
tudi razgradnja bazalne membrane, ki jo razgradijo večinoma metaloproteinaze. 
Pomembno vlogo pri invaziji igra interakcija med rakavimi celicami in stromo, saj rakave 
celice stimulirajo nastanek vnetnih procesov v stromi, kar poveča invazijo rakavih celic. 
Pri tem so udeležene različne vrste nerakavih celic, med katerimi igrajo pomembno vlogo 
celice imunskega sistema. Invaziji sledi intravazacija, pri kateri se rakave celice odlepijo 
od invazivne fronte tumorja in vstopijo v krvni ali limfni sistem. Pri tem morajo preiti 
bariero iz pericitov in endotelijskih celic, ki obdajajo žile. V nasprotju z ožiljem v zdravem 
tkivu, je ožilje v tumorju zapleteno, lahko pušča in se neprestano spreminja. Rakave celice 
stimulirajo nastanek novih krvnih žil v svojem mikrookolju preko procesa angiogeneze. 
Angiogeneza poteka preko večih mehanizmov, med drugim igrajo pomembno vlogo žilni 
(vaskularni) endotelni rastni dejavniki (VEGF). (Valastyan in Weinberg, 2011). Po vstopu 
v cirkulacijo, morajo rakave celice preživeti potovanje v oddaljeni organ in se tam 
zagozditi v kapilarah ter kolonizirati tkivo. Da kolonizirajo oddaljeni organ, morajo rakave 
celice preživeti vstop v organ (ekstravazacijo) in tvoriti mikrometastaze. Mikrometastaze 
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lahko vstopijo v latentno fazo, ki lahko traja tudi nekaj desetletij, kateri sledi reaktivacija 
rasti in tvorjenje sekundarnega tumorja (Vanharanta in Massagué, 2013). Le redke rakave 
celice s specifičnimi lastnostmi uspešno kolonizirajo oddaljene organe in tvorijo 
sekundarni tumor, kar nakazuje, da je metastaziranje selektiven proces. Že leta 1889 je 
Stephen Paget opisal, da rakave celice iz določenih primarnih tumorjev metastazirajo v 
določene sekundarne organe. Raziskave nakazujejo, da izbira tkiva za kolonizacijo ni le 
posledica mehanskih sil, ampak je v veliki meri odvisno tudi od lastnosti sekundarnega 
organa, kar nakazuje, da so pri metastaziranju pomembne tako lastnosti rakavih celic kot 
tudi tarčnih tkiv (Fidler, 2003) (Slika 5). 
 
 
Slika 5: Proces metastaziranja rakavih celic je sestavljen iz več korakov (vir: Valastyan in Weinberg, 
2011). 
Figure 5: The invasion-metastasis cascade (reference: Valastyan and Weinberg, 2011). 
 
Rakave  celice iz primarnega tumorja morajo najprej preiti v stromo tumorja (lokalna invazija). Nato vstopijo 
v krvni ali limfni sistem (intravazacija). Nato morajo preživeti v krvnem ali limfnem sistemu dokler ne 
pridejo do oddaljenega organa. Tam se zagozdijo v kapilarah in preidejo v tkivo (ekstravazacija). V 
oddaljenem organu lahko tvorijo mikrometastaze, ki lahko tekom kolonizacije zrastejo do makroskopskih 
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2.4.2 Lastnosti odluščenih celic 
 
Odluščene celice, ki jih zanese v oddaljene organe, preko kapilarne stene preidejo v 
zunajcelični matriks in se namnožijo v novem mikrookolju (Fidler, 2003). Odluščene 
rakave celice se morajo izogniti anoikisu, celični smrti, ki jo povzroči pomanjkanje stikov 
med celicami in zunajceličnim matriksom (Buchheit in sod., 2012). Rakave celice se po 
vsej verjetnosti neprestano odlepljajo od zunajceličnega matriksa in potujejo v oddaljene 
organe pri čemer pa jih, delno tudi zaradi delovanja imunskega sistema, le majhen delež 
preživi vse korake metastaziranja (Fidler, 2003; Meng in sod., 2004). Da bi se izognile 
anoikisu, se morajo rakave celice prilagoditi na razmere, ki preprečujejo njihovo pritrjanje 
na podlago. Onkogeni stimulirajo privzem glukoze in s tem uravnavajo redoks in 
energijsko homeostazo odluščenih celic (Schafer in sod., 2009). Tudi antioksidanti in 
zvišanje ravni presnovnih poti, preko katerih nastaja NADPH, preprečijo anoikis rakavih 
celic (Schafer in sod., 2009; Jeon in sod., 2012). Količino reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS) v odluščenih rakavih celicah pa zniža tudi reduktivna karboksilacija metabolitov, ki 
izhajajo iz glutamina (Jiang in sod., 2016). Energijski stres in ROS aktivirajo AMPK, ki s 
stimulacijo katabolnih procesov kot je β-oksidacija maščobnih kislin uravnava redoks in 
energijsko homeostazo v celicah, s čemer omogoča preživetje odluščenih rakavih celic 
(Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012). Znano je, da aktivacija AMPK uravnava tudi 
adhezijo rakavih celic (Zhang in sod., 2006; Ross in sod., 2015), medtem ko vloga 
aktivacije AMPK pri samem procesu luščenja celic od podlage še ni raziskana. 
 
Kljub temu, da se morajo rakave celice odlepiti od zunajceličnega matriksa, da lahko 
metastazirajo (Cristofanilli in sod., 2004; Hwu in sod., 2011; Liang in sod., 2013; Gujam in 
sod., 2015), se pogosto privzame, da so odluščene celice v kulturi mrtve. Le redke 
raziskave proučijo živost odluščenih rakavih celic, saj se odluščene celice tekom postopka 
analize pogosto zavrže. Zanimivo je, da rakave celice za metastaziranje potrebujejo 
delujoče mitohondrije (Maiuri in Kroemer, 2015). Po drugi strani pa zaviranje kompleksa  
I z nizkimi koncentracijami rotenona pospeši migracijo rakavih celic v kulturi v transvelih 
(Porporato in sod., 2014). Za odluščene celice so značilne spremembe v delovanju 
mitohondrijev (Mori in sod., 2009; Jiang in sod., 2016). Metformin povzroči aktivacijo 
AMPK (Zhou in sod., 2001; Zakikhani in sod., 2006; Zhuang in Miskimins, 2008; Hadad 
in sod., 2014) in povzroči spremembe v poteku Krebsovega cikla (Mullen in sod., 2012; 
Fendt in sod., 2013; Griss in sod., 2015), kar je značilno tudi za rakave celice, ki rastejo v  
razmerah, v katerih se ne morejo pritrditi na podlago (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012; 
Jiang in sod., 2016). Zato smo proučili, ali metformin sam in v kombinaciji z 2-DG 
povzroči luščenje rakavih celic od podlage. Poleg tega smo poskušali osvetliti vlogo 
AMPK pri tem procesu. 
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2.5 RAK DOJKE 
 
Od vseh rakavih obolenj, je najpogostejši vzrok za smrt pri ženskah rak dojke. V Sloveniji 
na leto zboli več kot 1200 žensk, pri čemer znaša odstotek umrljivosti med vsemi vrstami 
raka 15 % (Slora, 2018). Znana dejavnika tveganja za ta tip raka sta debelost in sladkorna 
bolezen (Larsson in sod., 2007; La Vecchia in sod., 2011). Poznamo štiri osnovne tipe raka 
dojke, ki se razlikujejo glede na to ali rakave celice izražajo estrogenske in progesteronske 
receptorje in receptorje za humani epidermalni rastni dejavnik-2 (HER-2). Najbolj 
agresiven fenotip ima trojno negativni tip raka dojke, za katerega je značilno, da ne izraža 
nobenega izmed naštetih receptorjev. Trojno negativne celice raka dojke imajo slabo 
prognozo delno tudi zaradi visoke stopnje metastaziranja te vrste rakavih celic (Haffty in 
sod., 2006). Za tem tipom raka dojke po navadi zbolijo mlajše ženske. Kljub temu, da se ta 
tip raka dojke večinoma odziva na kemoterapevtike, je stopnja preživetja nizka. Zato 
mnoge raziskave iščejo tarčna zdravila, ki bi jih uporabili pri adjuvantnem zdravljenju s 
kemoterapijo (Elias, 2010).  
 
Najbolj pogosto uporabljen model trojno negativnega raka dojke so celice MDA-MB-231, 
ki so visoko metastatske in tumorogene (Chavez in sod., 2011). Poleg tega so sposobne 
tvoriti kolonije v razmerah, ki preprečujejo njihovo pritrjanje na podlago (Mori in sod., 
2009) in so odporne na anoikis - mehanizem celične smrti, ki se sproži ob pomanjkanju 
interakcij celica-celica in celica-zunajcelični matriks (Phadke in sod., 2008). Zaradi 
naštetih lastnoti celic MDA-MB-231, mnogo raziskav proučuje učinke farmakoloških 
spojin, ki delujejo na presnovo rakavih celic, na tem zelo agresivnem modelu raka. Drugi 
pogosto uporabljeni model so celice MCF-7, ki izražajo receptorje za estrogen in 
progesteron ampak ne izražajo receptorja za humani epidermalni rastni faktor 2 (HER-2) 
(Neve in sod., 2006). 
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Preglednica 1: Pregled uporabljene opreme. 
Table 1: Overview of equipment used. 
 
Oprema Proizvajalec 
Avtomatski števec celic Countess Invitrogen, ZDA 
Centrifuga 5804R Ependorf, Nemčija 
Centrifuga Centric 350 Tehtnica, Slovenija 
Čitalec miktotitrskih plošč AU400 Olympus, Japonska 
Čitalec mikrotitrskih plošč Epoch BioTek Instruments, ZDA 
Čitalec mikrotitrskih plošč Infinite 200 Tecan, Švica 
Čitalec mikrotitrskih plošč Victor 3 PerkinElmer, ZDA 
Denzitometer GS800 BioRad, Hercules, ZDA 
Hladilnik in zamrzovalnik Gorenje, Slovenija 
Mikroskop IX81 Olympus, Japonska 
Mikroskop Leica DM IL LED Leica Microsystem 
Mikroskop Zeiss Axiovert 25, HB050 Zeiss, Švedska 
Pretočni citometer Attune™ NxT Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Pretočni citometer CyFlow space Partec, ZDA 
Razvijalec filmov Curix 60 Agfa Healthcare, ZDA 
Sistem prenos Westrn BioRad Criterion Cell in 
BioRad Criterion Blotter 
BioRad Laboratories Inc., Hercules, ZDA 
Sonifikator Hielscher, Nemčija 
Tehtnica  Mettler Toledo, ZDA 
Vodna kopel UniEquip, Unitherm 
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Preglednica 2: Pregled uporabljenih učinkovin. 
Table 2: Overview of pharmacological compounds used. 
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PBS 500 mM 10 mM 
Spojina C Abcam, VB DMSO 5 mM 5 µM 
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3.3 REAGENTI IN KEMIKALIJE 
 
Preglednica 3: Pregled uporabljenih reagentov in kemikalij. 
Table 3: Overview of reagents and chemicals used. 
 
Reagenti in kemikalije Proizvajalec 
Bis-Tris 4–20 % poliakrilamidni gel Sigma-Aldrich, Nemčija 
Bis-Tris 4–12 % poliakrilamidni gel (345–0123) Bio-Rad, ZDA 
D-(+)-glukoza Sigma-Aldrich, Nemčija 
Destilirana voda B. Braun, Nemčija 
Etanol Sigma-Aldrich, Nemčija 
Fetusni serum goveda (FBS) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Glutamin Sigma-Aldrich, Nemčija 
Gojišče DMEM A14430 Gibco, Thermofisher Scientific, ZDA 
Gojišče MEM M5650 Sigma, Nemčija 
Gojišče MEM M5775 Sigma, Nemčija 
Gojišče RPMI-1640 Genaxxon, Nemčija 
Hoechst 33342 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Kalcein Life Technology, Thermofisher Scientific, ZDA 
Komplet reagentov BCA Thermofisher Scientific, ZDA 
Komplet reagentov za detekcijo kemiluminiscence Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, ZDA. 
NaCl (0,9 % m/v) B. Braun, Nemčija 
Natrijev dodecilsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Označevalec velikosti proteinov (P7712S)  New England BioLabs, ZDA 
Označevalec velikosti proteinov 
(RPN800E) 
GE Healthcare Life Sciences, ZDA 
Ponceau S Sigma-Aldrich, Nemčija 
Poli-2-hidroksietil metakrilat (Poly-HEMA) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Propidijev jodid Sigma-Aldrich, Nemčija 
Pufer »MES running buffer«  (161–0789) Bio-Rad, ZDA 
Pufer »TruPAGE™ TEA-Tricine SDS Running 
Buffer« 
Sigma-Aldrich, Nemčija 
Raztopina Cell Titer®96AQueous One (MTS) Promega Corp, Fitchburg, ZDA 
Reagenti Taq Man Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Tripsin Gibco, Thermofisher Scientific, ZDA 
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3.4.1 Gojenje celic 
 
Celične linije MDA-MB-231 (ATCC) in PC-3 (ATCC) smo rutinsko gojili v gojišču 
RPMI-1640 (Genaxxon bioscience, Nemčija) brez piruvata. Gojišču RPMI-1640 smo 
dodali L-glutamin (Sigma Aldrich Co.) do končne koncentracije 2 mM, glukozo do končne 
koncentracije 25 mM (4.5 g/l) in fetusni serum goveda (FBS; Sigma Aldrich) do končne 
koncentracije 10 % (v/v). Celično linijo MCF-7 (ATCC) smo gojili v gojišču MEM 
(Sigma, M5650), ki je vseboval 5,6 mM (1 g/l) glukoze, 2 mM L-glutamin in 10 % (v/v) 




Celice smo gojili v gojitvenih posodah s površino 75 cm
2
 ali 150 cm
2
. Ko so dosegle 80–
90 % konfluentnost smo odesesali gojišče, jih sprali z NaCl, jim dodali tripsin in jih 
postavili v inkubator v vlažno atmosfero na 37 °C in 5 % CO2. Pod svetlobnim 
mikroskopom smo spremljali kdaj so se celice odlepile od podlage. Nato smo celicam 
MDA-MB-231 in PC-3 dodali gojišče RPMI-1640, ki je vsebovalo 2 mM glutamin, 25 
mM glukozo in 10 % FBS. Celicam MCF-7 smo dodali gojišče MEM (Sigma, M5650), ki 
je vsebovalo 5,6 mM glukoze, 2 mM glutamina in 10 % FBS. Celice smo resuspendirali in 
jih v primeru MDA-MB-231 redčili 1:4, v primeru MCF-7 in PC-3 pa 1:5. Nato smo 
dodali ustrezno sveže gojišče in posode postavili v inkubator v vlažno atmosfero pri 37 °C 
in 5 % CO2. Celice smo rutinsko presajali 2-3-krat na teden. 
 
 
3.4.3 Določanje števila celic z Neubauerjevo komoro  
 
Ob presajanju smo celice prešteli z Neubauerjevo komoro. Število celic v posameznem 
vzorcu smo izračunali na podlagi znanega volumna suspenzije celic, v katerem smo celice 
prešteli. Število celic smo izračunali po naslednji enačbi: število celic = volumen 
suspenzije celic × število celic/1 ml. 
 
 
3.4.4 Gojenje celic med poskusi 
 
Poskuse pri katerih smo proučevali vpliv koncentracije aminokislin na učinek metformina 
na celice MDA-MB-231 v klasični enoslojni kulturi in v tumorskih sferoidih (Slika 6-10) 
smo izvedli v gojiščih RPMI-1640, DMEM (A14430) in MEM (M5775) (Preglednica 4). 
Poskuse smo izvedli v prisotnosti ali odsotnosti 25 mM glukoze, v prisotnosti ali 
odsotnosti 2 mM glutamina in v prisotnosti ali odsotnosti 1 mM piruvata. Ker je gojišče 
MEM (M5775) že vsebovalo 5,6 mM glukoze, smo pri vseh poskusih dodali glukozo do 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 31 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
končne koncentracije 25 mM. Poskuse smo izvedli brez menjave gojišča. Celične linije 
smo gojili v vlažni atmosferi pri 37 °C in 5 % CO2. 
 
 
Preglednica 4: Koncentracija aminokislin v celičnih gojiščih RPMI-1640, DMEM in MEM. 
(Vir: RPMI-1640, 2018; A14430 - DMEM, 2018; Minimum Essential Medium Eagle (MEM) Formulation, 
2018.) 
Table 4: The concentrations of amino acids in cell culture media RPMI-1640, DMEM and MEM. 
















mM normalizirano na RPMI-1640 
L-arginin 
hidroklorid 
1,15 0,398 0,597 1,00 0,346 0,519 
L-asparagin × H2O 0,333 0 0 1,00 0 0 
L-aspartat 0,150 0 0 1,00 0 0 
L-cistin 0,208 0,201 0,0999 1,00 0,967 0,480 
L-glutamat 0,136 0 0 1,00 0 0 
Glicin 0,133 0,400 0 1,00 3,00 0 
L-histidin 
hidroklorid-H2O 
0,0967 0,200 0,200 1,00 2,07 2,07 
L-hidroksiprolin 0,153 0 0 1,00 0 0 
L-izolevcin 0,382 0,801 0,397 1,00 2,10 1,04 
L-levcin 0,382 0,801 0,397 1,00 2,10 1,04 
L-lizin hidroklorid 0,219 0,798 0,396 1,00 3,65 1,81 
L-metionin 0,101 0,201 0,101 1,00 2,00 1,00 
L-fenilalanin 0,0909 0,400 0,194 1,00 4,40 2,13 
Prolin 0,174 0 0 1,00 0 0 
L-serin 0,286 0,400 0 1,00 1,40 0 
L-treonin 0,168 0,798 0,403 1,00 4,75 2,40 
L-triptofan 0,0245 0,0784 0,049 1,00 3,20 2,00 
Tirozin 0,110 0,398 0,230 1,00 3,61 2,09 
L-valin 0,171 0,803 0,393 1,00 4,70 2,30 
Celokupne 
aminokisline 
4,47 6,68 3,46 1,00 1,49 0,774 
 
Poskuse pri katerih smo proučevali vpliv različnih koncentracij glukoze na učinek 
metformina in/ali 2-DG na celice MDA-MB-231 (Slika 11-22) smo izvedli v gojišču 
RPMI-1640, ki je vsebovalo 2 mM L-glutamin, z/brez 10 % FBS in 0 mM, 5,6 mM (1 g/l) 
ali 25 mM (4,5 g/l) glukoze. Da bi bila v gojiščih z različno koncentracijo glukoze enaka 
osmolarnost, smo v gojišče brez glukoze in s 5,6 mM glukozo dodali D-manitol. Končna 
koncentracija D-manitola v gojišču RPMI-1640 s 5,6 mM (1 g/l) glukoze je bila 19,4 mM, 
v gojišču brez glukoze pa 25,0 mM.  
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Poskuse na celicah PC-3 smo izvedli v gojišču RPMI-1640, ki je vsebovalo 5,6 mM 
glukozo, 2 mM L-glutamin in 10 % FBS. Poskuse na celicah MCF-7 pa smo izvedli v 
gojišču MEM (M5650), ki je vsebovalo 5,6 mM glukozo, 2 mM L-glutamin in 10 % FBS. 
Celične linije smo gojili v vlažni atmosferi pri 37 °C in 5 % CO2. Da bi vzdrževali 
konstantno koncentracijo glukoze v gojišču smo vse poskuse (razen pri poskusih pri 
katerih je posebej poudarjeno) izvedli z menjavo gojišča. 
 
 
3.4.5 Določanje deleža pritrjenih celic z barvilom Hoechst 
 
V eni časovni točki 
Po 25.000–30.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na mikrotitrske 
plošče s 24 vdolbinicami v gojišču RPMI-1640, ki je vsebovalo 25 mM glukozo, 2 mM 
metformin in 10 % FBS. Naslednji dan smo celice sprali s fosfatnim pufrom s fiziološko 
raztopino (PBS) in jim dodali sveže gojišče RPMI-1640, DMEM (A14430) ali MEM 
(M5775) z 10 % FBS in z/brez 5,6 mM glukozo, z/brez 25 mM glukozo, z/brez 2 mM 
glutamina ali z/brez 1 mM piruvata. Celice smo izpostavili 5 mM metforminu in/ali 600 
µM 2-DG. Za kontrolne vzorce smo celice, ki smo jih gojili v odsotnosti učinkovin 
izpostavili 1 % PBS. Po 72 ali 96 urah smo odstranili supernatant in za 30 min dodali sveže 
gojišče s 5 µg/ml Hoechst 33342. Nato smo celice sprali s fosfatnim pufrom s fiziološko 









 ioni) na vdolbinico in s čitalcem mikrotitrskih plošč Tecan Infinite 200 (Tecan, 
Männedorf, Switzerland) pomerili intenziteto fluorescence, pri čemer smo imeli nastavitve 
za valovno dolžino ekscitacije 350 nm in emisije 461 nm. Izvedli smo 2–4 neodvisne 
poskuse in znotraj teh 2–3 tehnične ponovitve.  
 
Določanje rastne krivulje 
Po 50.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na mikrotitrske plošče z 
12 vdolbinicami v gojišče RPMI-1640, ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin in 25 
mM glukozo. Naslednji dan smo celice sprali s PBS in dodali sveže gojišče RPMI-1640, ki 
je vsebovalo 10 % FBS, z/brez 5,6 mM glukozo ali 25 mM glukozo. Pri enem tipu poskusa 
smo gojišče dnevno menjavali, medtem ko pri drugem tipu poskusa gojišča nismo 
menjavali. Za pozitivno kontrolo smo celice, pri katerih smo gojišče dnevno menjavali 
gojili v odsotnosti seruma, ki se pogosto uporablja za zaviranje celične poliferacije 
(Pardee, 1974). Celicam smo v vsaki časovni točki odstranili supernatant in plošče 
zamrznili pri –20 °C. Ko smo zbrali vzorce iz vseh časovnih točk posameznega poskusa, 
smo celice odtalili in jih lizirali z 0.04 % raztopino natrijevega dodecil sulfata (SDS) pri 
sobni temperaturi. Nato smo celičnim lizatom dodali raztopino 50 mM TRIS-HCl, 100 mM 
NaCl (pH = 8.25) in 5 µg/ml barvila Hoechst 33342. Intenziteto fluorescence smo določili 
s čitalcem mikrotitrskih plošč Tecan Infinite 200 pri valovni dolžini svetlobe za eksitacijo 
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3.4.6 Določanje deleža odluščenih, celokupnih celic in mrtvih celic 
 
Po 140.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na ploščo s šestimi 
vdolbinicami v gojišču RPMI-1640 z 10 % FBS, 2 mM glutaminom in 25 mM glukozo. 
Naslednji dan smo jih sprali s pufrom PBS in jim dodali sveže gojišče, ki je pri celicah 
MDA-MB-231 vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin, 0 mM ali 5,6 mM glukozo in 
učinkovine: 30 µM, 300 µM, 5 mM in 20 mM metformin in/ali 600 µM 2-DG in/ali 5 µM 
spojino C in/ali 100 µM A-769662 in/ali 500 µM AICAR. Pri tem smo založno raztopino 
metformina (koncentracija 1 M) redčili v PBS tako, da smo pripravili založne raztopine s 
koncentracijami 3 mM, 30 mM in 500 mM. Celice MCF-7 smo nasadili na plošče s šestimi 
vdolbinicami v gojišče MEM (M5650), ki je vsebovalo 2 mM glutamin, 5,6 mM glukoze 
in 10 % FBS, celice PC-3 v gojišče RPMI-1640, ki je vsebovalo 25 mM glukozo, 2 mM 
glutamin in 10 % FBS. Naslednji dan smo celice sprali s pufrom PBS in celicam MCF-7 
dodali sveže gojišče MEM (M5650), celicam PC-3 pa sveže gojišče RPMI-1640, pri čemer 
sta obe gojišči vsebovali 5,6 mM glukozo, 2 mM glutamin in 10 % FBS. Celice smo nato 
izpostavili 5 mM metforminu in/ali 600 µM 2-DG. Za kontrolne vzorce smo celice 
izpostavili 1 % PBS ali 0,1 % dimetil sulfoksid (DMSO). Da bi preverili, da DMSO nima 
učinka na luščenje celic od podlage, smo celice MDA-MB-231 nasadili v gojišče RPMI-
1640 z 10 % FBS, 2 mM glutaminom in 25 mM glukozo. Naslednji dan smo jih sprali s 
PBS in jim dodali sveže gojišče RPMI-1640 z 10 % FBS, 5,6 mM glukozo in 2 mM 
glutaminom ter jih izpostavili kombinaciji 5 mM metformina in 600 µM 2-DG ter 0,1 % 
ali 1 % DMSO. V različnih časovnih točkah (0 ur do 72 ur) smo zbrali supernatante z 
odluščenimi celicami v epruvete. Celice, ki so ostale pritrjene na površino, smo sprali s 
pufrom PBS, jih tripsinizirali in jih ločeno zbrali v epruvete za pritrjene celice. Epruvete s 
pritrjenimi in odluščenimi celicami smo centrifugirali 8 min pri centrifugalni sili 290 × g, 
odstranili supernatant in celice resuspendirali v znanem volumnu pufra PBS. Celično 
suspenzijo smo nato v razmerju 1:1 redčili z barvilom Trypan blue, ki obarva mrtve celice. 
Z avtomatskim števcem celic Countess (angl. »Countess automated cell counter«, 
Invitrogen) smo določili število pritrjenih in odluščenih celic. Znotraj vsake celične 
populacije smo določili tudi delež mrtvih celic. Celokupno število celic smo določili kot 
vsoto pritrjenih in odluščenih celic. Delež odluščenih celic smo določili kot: % odluščenih 
celic = 100 × odluščene celice/(pritrjene + odluščene celice). Delež mrtvih celic v 
celokupni populaciji celic smo določili kot: 
 
% mrtvih celic = (% mrtvih odluščenih celic × % odluščenih celic + % mrtvih pritrjenih 
celic × % pritrjenih celic)/100 
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Izvedli smo 2–4 neodvisne poskuse in znotraj teh 2–3 tehnične ponovitve. 
 
 
3.4.7 Test celične proliferacije – BrdU (5-bromo-2’-deoksiuridin)  
 
Celično proliferacijo smo določili s testom BrdU (Merck, Millipore) po navodilih 
proizvajalca. Test temelji na vgradnji analoga timidina 5-bromo-2’-deoksiuridina v na 
novo sintetizirano DNA. 
 
Po 8.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na plošče s 96 vdolbinicami 
v gojišču RPMI-1640, ki je vsebovalo 2 mM glutamin, 25 mM glukozo in 10 % FBS. 
Gostota nasajenih celic je bila približno 5000 celic/vdolbinico. Naslednji dan smo jih sprali 
s PBS in jim dodali sveže gojišče RPMI-1640, ki je vsebovalo 5,6 mMl glukozo, 2 mM 
glutamin in 10 % FBS ter jih izpostavili metforminu (koncentracije 30 µM, 100 µM, 300 
µM, 1 mM in 5 mM) in/ali 600 µM 2-DG. Po 24 urah smo v celično gojišče dodali BrdU. 
Za kontrolni zorec smo celice izpostavili 1 % PBS. Kot pozitivno kontrolo za zaviranje 
proliferacije smo uporabili 5 µM citozin arabinozid (AraC). Sledila je približno 5-urna 
inkubacija, celice smo nato fiksirali in permeabilizirali z raztopino, ki je vsebovala 
formaldehid in detergent. Vgrajeni BrDU smo označili s primarnimi mišjimi protitelesi 
proti BrdU in nato na primarna protitelesa vezali še sekundarna kozja protitelesa s 
konjugirano hrenovo peroksidazo. Nato smo dodali kromogeni substrat 
(tetrametilbenzidin), ki se pod vplivom delovanja hrenove peroksidaze pretvori v modro 
obarvan produkt, z absorpcijskim vrhom pri 450 nm. S čitalcem mikrotiterskih plošč 
Victor (PerkinElmer) smo pomerili absorbanco pri dveh valovnih dolžinah 450 in 550 nm. 
Izračunali smo razliko v absorbanci pri 450 nm in 550 nm, odšteli ozadje in rezultate 
normalizirali na rezultate, ki smo jih dobili pri netretiranih celicah (kontrolni vzorec). 
Izvedli smo tri neodvisne poskuse in znotraj teh osem tehničnih ponovitev. 
 
 
3.4.8 Test MTS  
 
Živost celic smo določili s testom MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij (CellTiter 96® AQueous One Solution 
Cell Proliferation Assay, Promega). 
 
Po 30.000–40.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na plošče s 24 
vdolbinicami v gojišče RPMI-1640, ki je vsebovalo 2 mM glutamin, 25 mM glukozo in 10 
% FBS. Naslednji dan smo celice sprali s PBS in jim dodali sveže gojišče RPMI-1640, 
DMEM (A14430) ali MEM (M5775) z 10 % FBS in z/brez 5,6 mM glukoze, z/brez 25 
mM glukoze, z/brez 2 mM glutamina ali z/brez 1 mM piruvata. Celice MDA-MB-231 smo 
nato izpostavili 5 mM metforminu in/ali 600 µM 2-DG. Kot kontrolni vzorec smo celice 
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MDA-MB-231 izpostavili 1 % PBS. Po 48-72 urah smo celicam dodali ustrezno količino 
raztopine MTS. Celice smo nato inkubirali približno 2 uri pri temperaturi 37 °C in 5 % 
CO2. Koncentracijo nastalega rdeče obarvanega produkta smo ocenili z merjenjem 
absorbance pri 490 nm s čitalcem mikrotiterskih plošč Tecan Infinite 200 (Tecan, Švica) 
ali Victor (PerkinElmer). Dobljene vrednosti smo normalizirali na vrednost absorbance pri 




3.4.9 Določanje celic pozitivnih na propidijev jodid 
 
Propidijev jodid je fluorescenčno barvilo, ki lahko prehaja le celice s poškodovano 
membrano in je zato indikator za mrtve ali nekrotične celice. Po 30.000 celic MDA-MB-
231 smo nasadili v vsako vdolbinico na plošče s 24 vdolbinicami v gojišče RPMI.1640, ki 
je vsebovalo 2 mM glutamin, 25 mM glukozo in 10 % FBS. Naslednji dan smo celice 
sprali s PBS in jim dodali sveže gojišče RPMI-1640 z/brez 10 % FBS, z/brez 1 mM 
piruvata, z/brez 2 mM glutamina, z/brez 5,6 mM glukozo in/ali z/brez 25 mM glukoze. Pri 
drugem tipu poskusa smo celicam MDA-MB-231 po spiranju s PBS dodali gojišče DMEM 
ali MEM, ki je vsebovalo 10 % FBS in je bilo z/brez 1 mM piruvata, z/brez 2 mM 
glutamina in z/brez 25 mM glukoze. Poleg tega smo v gojišče dodali metformin do končne 
koncentracije 5 mM in/ali 2-DG do končne koncentracije 600 µM. Pri kontrolnih vzorcih 
smo celice izpostavili 1 % PBS. Za pozitivno kontrolo smo celice 48 ur gojili v NaCl. 
Pritrjene in odluščene celice smo združili in jih 8 min centrifugirali pri 290 × g. Nato smo 
zavrgli supernatant in celice resuspendirali v znanem volumnu PBS. Dodali smo propidijev 
jodid do končne koncentracije 0.15 mM in celice analizirali s pretočnim citometrom 
CyFlow space (Partec) in filtrom FL-3 (675/25) ali s pretočnim citometrom Attune
TM
 NxT 
(Thermo Fischer Scientific Waltham ZDA) in filtrom BL-2 (574/26). Pri analizi smo zajeli 
signal vsaj 1 × 10
4
 dogodkov/vzorec in določili delež mrtvih celic. Izvedli smo 2–4 
neodvisne poskuse in znotraj teh 1–2 tehnični ponovitvi. 
 
Da bi potrdili rezultate, ki smo jih pridobili s pretočno citometrijo, smo pri enem izmed 
poskusov mrtve celice pobarvali s propidijevim jodidom in jih opazovali s fluorescenčno 
mikroskopijo. Celice MDA-MB-231 smo nasadili v gojišče RPMI-1640 z 10 % FBS; 2 
mM glutaminom in 25 mM glukozo. Naslednji dan smo jih sprali s PBS in jim dodali 
gojišče RPMI-1640 z 10 % FBS, 2 mM glutaminom in 0 mM ali 5,6 mM glukozo ter jih za 
72 ur izpostavili 5 mM metforminu, 600 µM 2-DG ali njuni kombinaciji. Propidijev jodid 
smo dodali v vdolbinice na plošči do končne koncentracije 0,15 mM. Nato smo s 
fluorescenčnim mikroskopom Olympus IX81 opazovali kolikšen delež celic je pozitivnih 
na propidijev jodid. Izvedli smo tri neodvisne poskuse brez tehničnih ponovitev pri čemer 
smo zajeli pet slik pri vsakem vzorcu. Slike nismo uporabili za kvantitativno analizo. 
 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 36 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
3.4.10 Meritve mitohondrijskega membranskega potenciala  
 
Mitohondrijski membranski potencial smo določali s fluorescenčnim barvilom TMRM 
(tetrametilrodamin-metil-ester, Invitrogen) po navodilih proizvajalca. Po 120.000 celic 
MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na ploščo z 12 vdolbinicami v gojišču 
RPMI-1640, ki je vsebovalo 2 mM glutamin, 25 mM glukozo in 10 % FBS. Naslednji dan 
smo jih sprali s PBS in jim dodali sveže gojišče RPMI-1640, ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 
mM glutamin in 5,6 mM glukozo ter jih izpostavili 5 mM metforminu. Za kontrolni 
vzorec, smo netretiranim celicam dodali PBS do končne koncentracije 1 %. Po 24-urni 
izpostavitvi, smo celice za 30 min inkubirali z 200 nM TMRM. Nato smo jih zbrali v 
epruvete jih 8 min centrifugirali pri 290 × g in jih resuspendirali v PBS, ki je vseboval 5,6 
mM glukozo ter 2 mM metformin. Kot pozitivno kontrolo smo celicam za 30 min dodali 
40 µM karbonil cianid 4-(-trifluorometoksi)fenilhidrazon (FCCP). Nato smo jih analizirali 
s pretočnim citometrom CyFlow space (Partec). Zajeli smo približno 1.5 × 10
4
 
dogodkov/vzorec in analizirali povprečno vrednost intenzitete fluorescence za posamezen 




3.4.11 Anoikis in gojenje celic v suspenziji 
 
Površino vdolbinic na ploščah s šestimi vdolbinicami smo prekrili s toplim poli(2-
hidroksietil metakrilatom) (Sigma Aldrich P3932; Poly-HEMA) raztopljenim v 95 % 
etanolu in pustili, da se plošče posušijo na 37 °C. Postopek smo dvakrat ponovili. Po 
120.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na plošče prekrite s poly-
HEMA v gojišče, ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin in 5,6 mM glukozo. Za 
kontrolo smo celice MDA-MB-231 nasadili v vdolbinice plošč, ki niso bile prekrite s poly-
HEMA in v katerih so se celice lahko pritrdile na površino. Pri tem smo uporabili gojišče 
RPMI-1640, ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin in 5,6 mM glukozo. Po treh dneh 
smo celice lizirali in določili izražanje proteinov z metodo prenos western. Izvedli smo tri 
neodvisne poskuse in znotraj teh eno tehnično ponovitev. 
 
Da bi določili občutljivost celic na anoikis, smo jih po 50.000 nasadili v vsako vdolbinico 
na plošče z 12 vdolbinicami prekritimi s poly-HEMA. Celice MDA-MB-231 smo nasadili 
v gojišče RPMI-1640 z 10 % FBS, 2 mM glutaminom in 5,6 mM glukozo, celice MCF-7 
pa v gojišče MEM (M5650), ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin in 5,6 mM 
glukozo. Celice smo tretirali s 5 mM metforminom in/ali 600 µM 2-DG. Za kontrolne 
vzorce smo celice izpostavili 1 % PBS. Po treh dneh izpostavitve, smo celice zbrali, jih 
centrifugirali 8 min na 290 × g, resuspendirali v pufru PBS in jim dodali propidijev jodid 
(končna koncentracija 0,15 mM). Na pretočnem citometru AttuneTM NxT Flow 
Cytometer (Thermo fischer Scientific, Waltham, ZDA) smo analizirali vsaj 1 × 10
4
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dogodkov/vzorec s filtrom BL-2 (574/26) in določili delež mrtvih celic. Izvedli smo tri 
neodvisne poskuse znotraj katerih je bila ena tehnična ponovitev. 
 
 
3.4.12 Tumorski sferoidi 
 
Po 10.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na  ploščo s 96 
vdolbinicami z dnom v obliki črke U v gojišče RPMI-1640 z/brez 10 % FBS, z/brez 1 mM 
piruvata, z/brez 2 mM glutamina in z/brez 25 mM glukoze ali v gojišče DMEM (A14430) 
ali MEM (M5775), ki sta vsebovala 10 % FBS, 1 mM piruvat, 2 mM glutamin in 25 mM 
glukoze in celice izpostavili 5 mM metforminu. Pri kontrolnih vzorcih smo celice 
izpostavili 1 % PBS. Plošče smo nato dve minuti centrifugirali na 300 g. Po 72 urah smo 
takoj posneli slike tumorskih sferoidov ali pa smo jih najprej za 10 minut izpostavili 
kalceinu (1 µM končna koncentracija) in za pet minut propidijevemu jodidu (0,15 mM 
končna koncentracija). Z uporabo fluorescenčnega mikroskopa Leica DM IL LED (Leica 
Microsystem) smo posneli slike, ki smo jih analizirali s programsko opremo ImageJ. 





Po 140.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na plošče s šestimi 
vdolbinicami v gojišče RPMI-1640 z 10 % FBS in s 5,6 mM glukozo. Po 24 urah smo 
celice sprali s PBS in jim dodali gojišče, ki je vsebovalo 10 % FBS in ni vsebovalo glukoze 
ali pa je vsebovalo 5,6 mM glukozo ali 25 mM glukozo. Celice smo nato gojili še 24 ur ali 
72 ur. V primeru 72-urnega poskusa smo gojišče vsak dan zamenjali. Na koncu poskusa 
smo iz celic izolirali RNA s kompletom reagentov RNeasy Plus Mini (Qiagen) in jo s 
kompletom reagentov High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) 
reverzno prepisali v cDNA. Nato smo izvedli PCR v realnem času s sistemom Applied 
Biosystems 7500 Real-Time PCR in sicer v pufru TaqMan Universal PCR Master Mix in 
testom za določanje izražanja genov TaqMan. Za analizo mRNA za OCT1 smo uporabili 
reagent TaqMan s kataloško številko Hs00427552_m1, za analizo 18SrRNA pa TaqMan 
reagent s kataloško številko 4333760. mRNA za OCT1 (tarča) smo izrazili glede na 




. Pri tem 
je CT pražni cikel, ki smo ga določili s programsko opremo 7500 System SDS in E 
mediana učinkovitosti PCR testa za izražanje genov, ki smo jo določili s programsko 
opremo LinRegPCR (Ramakers in sod., 2003). Izvedli smo tri neodvisne poskuse znotraj 
katerih sta bili dve tehnični ponovitvi. 
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3.4.14 Določanje koncentracije glukoze v gojišču 
 
Po 30.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na plošče s 24 
vdolbinicami v gojišču RPMI-1640, ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin in 25 mM 
glukozo nasadili. Čez noč smo jih postavili v inkubator, da so se pritrdile. Naslednji dan 
smo dodali sveže gojišče RPMI-1640, ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin in 0 mM, 
5,6 mM ali 25 mM glukozo in 5 mM metformin. Pri poskusu, kjer smo proučevali učinek 
metformina, smo kontrolni vzorec izpostavili 1 % PBS. V točkah 0 ur, 24 ur, 48 ur in/ali 
72 ur smo zbrali supernatante ter določili koncentracijo glukoze z metodo, ki deluje na 
osnovi delovanja heksokinaze. Absorbanco vzorcev smo izmerili pri valovni dolžini 340 
nm z Olympus AU400 (Japonska). Izvedli smo tri neodvisne poskuse znotraj katerih je bila 
ena tehnična ponovitev. 
 
 
3.4.15 Določanje koncentracije laktata v gojišču 
 
Po 60.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na plošče s 24 
vdolbinicami v gojišču RPMI-1640, ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin in 25 mM 
glukozo. Po 24 urah smo celice dvakrat sprali s PBS in jim dodali sveže gojišče RPMI-
1640 brez FBS, ki je vsebovalo 2 mM glutamin in 5,6 mM glukozo. Celice smo izpostavili 
5 mM metforminu, pri kontrolnem vzorcu pa smo jih izpostavili 1 % PBS: Po 24 urah smo 
prenesli po 400 µl gojišča iz vsake vdolbinice v mikrocentrifugirko. Nato smo 
mikrocentifugirke centrifugirali 5 min pri 300 × g in po 350 µl gojišča prenesli v novo 
mikrocentifugirko. V gojišču smo določili koncentracijo laktata s kompletom reagentov 
Lactate Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
Za detekcijo produkta pri 450 nm smo uporabili napravo Victor 3. Količino laktata v 
supernatantu v posamezni vdolbinici smo normalizirali na maso proteinov. To smo določili 
tako, da smo celice, ki so bile pritrjene na površino vdolbinic 40 min lizirali s 0,03 % SDS 
na sobni temperaturi. Maso proteinov v lizatih smo nato določili s testom BCA po 




3.4.16 Določanje izražanja proteinov z metodo prenos western  
 
Po 140.000–260.000 celic MDA-MB-231 smo nasadili v vsako vdolbinico na plošče s 
šestimi vdolbinicami v gojišče RPMI-1640, ki je vsebovalo 10 % FBS, 2 mM glutamin in 
25 mM glukozo. Naslednji dan smo celice dvakrat sprali s PBS in dodali sveže gojišče 
DMEM z 10 % FBS, z/brez 2 mM glutaminom, z/brez 1 mM piruvatom in z/brez 25 mM 
glukoze ter jih za 24 ur izpostavili 5 mM metforminu. Celice v kontrolnem vzorcu smo 
izpostavili 1 % PBS. Pri drugem tipu poskusov smo po spiranju s PBS dodali gojišče 
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RPMI-1640 z/brez 10 % FBS, z 2 mM glutaminom in brez glukoze, s 5,6 mM glukozo ali s 
25 mM glukozo. Celice smo nato za 16 ur ali 24 ur izpostavili 30 µM, 300 µM, 1 mM in 5 
mM metforminu, 600 µM 2-DG, 5 µM Spojini C, 500 µM AICAR in/ali 100 µM A-
769662. Če smo uporabili Spojino C, smo celice MDA-MB-231 najprej za dve uri 
izpostavili samo Spojini C pred dodatkom ostalih učinkovin. Celice v kontrolnem vzorcu 
smo izpostavili 0,1 % DMSO in/ali 1 % PBS. Plošče s celicami smo po končanem 
tretiranju postavili na led in celice sprali z ledeno mrzlim PBS ter jih lizirali z lizirnim 
pufrom (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 % TritonX-100, 10 % (v/v) glicerol, 
20 mM Tris-HCl, pH 7.8, 10 mM NaF, 1 mM EDTA, 0.5 mM Na3VO4, 0.2 mM PMSF in 
1:100 koktajl inhibitorjev proteaz (Sigma, P8340)). Celokupno koncentracijo proteinov v 
vsakem vzorcu smo določili s testom za določanje količine proteinov BCA in uravnotežili 
koncentracijo proteinov tako, da je bila enaka v vseh vzorcih. Nato smo dodali reducirajoči 
Laemmlijev pufer (62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2 % (m/v) SDS, 10 % (v/v) glicerol, 5 % 2-
merkaptoetanol, 0.002 % bromfenol modro). Vzorce smo nato sonificirali, jih za 20 min 
segreli na 56 ˚C ter jih nanesli na 4–12 % (m/v) ali 4-20 % (m/v) poliakrilamidni gel poleg 
označevalca velikosti proteinov. Elektroforezo smo izvedli pri konstantni napetosti 200 V. 
Za elektroforezo smo uporabili pufer XT MES Running Buffer ali TruPAGE™ TEA-
Tricine SDS Running Buffer. Po končani elektroforezi smo proteine prenesli na membrano 
PVDF (IPVH00010, Merck Millipore, ZDA). Mambrano PVDF smo aktivirali tako, da 
smo jo namočili v 100 % metanol. Nato smo membrano in gel, ki smo ju obdali s filter 
papirjem in gobicama položili v kaseto. Kaseto smo vstavili v aparat BioRad Criterion 
Blotter, ki smo ga obdali z ledom in vanj vlili pufer za prenos (3,79 g/l baze Tris, 18,02 g/l 
glicina). Prenos je potekal pri konstantni napetosti 100 V približno eno uro. Nato smo 
membrano sprali s pufrom TBST (angl. »Tris Buffered Saline with Tween«; (20 mM Tris, 
150 mM NaCl, 0.02 % (v/v) Tween-20, pH 7.5) in z ocetno kislino ter jo pobarvali s 
Ponceau S, s čimer smo potrdili, da so se proteini prenesli na membrano in tudi 
enakomerni nanos vzorcev na gel. Nato smo Ponceau S sprali z membrane s pufrom TBST 
in membrano razrezali na več delov glede na velikost tarčnega proteina. Dobljene 
membrane smo eno uro blokirali s 7,5 % (m/v) mlekom v prahu pripravljenim v pufru 
TBS-T, jih sprali s pufrom TBST in jih čez noč pri 4 °C inkubirali s primarnimi protitelesi. 
Po spiranju s pufrom TBST smo membrane eno uro inkubirali s sekundarnimi protitelesi s 
konjugirano hrenovo peroksidazo (170–6515, Bio-Rad, ZDA; redčitev 1:10.000), ki smo 
jih pripravili v 5 % (m/v) mleku v prahu v pufru TBST. Proteine smo detektirali na osnovi 
kemiluminiscence. Membrane smo po inkubaciji s sekundarnimi protitelesi sprali s pufrom 
TBST. Nato smo jim dodali mešanico dveh reagentov, ki sta vsebovala substrata za 
hrenovo peroksidazo peroksid in luminol. Hrenova peroksidaza je katalizirala nastanek 3-
aminoftalata, ki pri prehodu v osnovno energijsko stanje odda svetlobo, ki smo jo zaznali z 
rentgenskim filmom CP-BU NEW (AGFA HealthCare). Količino izraženih proteinov smo 
kvantitativno ovrednotili s programom Quantity One 1-D Analysis (Bio-Rad). Izvedli smo 
2–4 neodvisne poskuse znotraj katerih je bila ena tehnična ponovitev. 
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Preglednica 5: Primarna protitelesa za prenos western. 
Table 5: Primary antibodies used for western blotting. 
 
Protitelo Proizvajalec Redčitev protiteles  
GAPDH (sc-25778)  Santa Cruz Biotechnology 1:1.000  









(CST2531 in CST2535)  
Cell Signaling Technology 1:10.000  
Celokupni AMPK 
(CST2532)  
Cell Signaling Technology 1:10.000  
 
 
3.4.17 Statistična analiza 
 
Izvedli smo vsaj dve neodvisni ponovitvi poskusov in rezultate prikazali kot povprečne 
vrednosti s standardno napako (SEM). Rezultate smo statistično analizirali s programom 
GraphPad Prism (v6; GraphPad Software, Inc. La Jolla CA, ZDA). Za statistično analizo 
smo uporabili neparni Student t test ali test ANOVA ki ji je sledil post hoc test Bonferroni 
ali Dunnett. Statistično značilne rezultate smo označili: n.z. – statistično neznačilno 
(P>0.05); *P≤0,05; **P≤0,01; ***P≤0,001. Z n je označeno število neodvisnih poskusov. 
Z # smo označili sinergistični učinek metformina in 2-DG, ki smo ga določili z 
dvosmernim testom ANOVA v statističnem programskem okolju R. 
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4.1 RAZPOLOŽLJIVOST HRANIL VPLIVA NA DELOVANJE METFORMINA NA 
CELICE MDA-MB-231 
 
Pomanjkanje glukoze in/ali drugih hranil poveča občutljivost rakavih celic na metformin 
(Fendt in sod., 2013; Birsoy in sod., 2014; Silvestri in sod., 2015; Gui in sod., 2016). Toda 
razen pomanjkanja glukoze vpliv pomanjkanja drugih hranil na delovanje metformina na 
celice MDA-MB-231 še ni bil natančno analiziran. Da bi določili vpliv pomanjkanja 
piruvata in glutamina na delovanje metformina na celice MDA-MB-231, smo celice MDA-
MB-231 za 72 ur izpostavili 5 mM metforminu v gojišču RPMI-1640 brez glukoze, 
piruvata in glutamina (Slika 6). S testom MTS smo določili živost celic, po barvanju s 
Hoechstom pa njihovo relativno število. Metformin ni vplival na število in živost celic v 
kompletnem gojišču RPMI-1640 ali v RPMI-1640 brez glutamina ali piruvata, medtem ko 
je zmanjšal število in živost celic MDA-MB-231 v gojišču RPMI-1640 brez glukoze (Slika 
6A, B). 
 
Odtegnitev seruma povzroči spremembe v aktivaciji AMPK (Pirkmajer in Chibalin, 2011). 
Ker je metformin eden od aktivatorjev AMPK (Hardie, 2014), bi lahko odtegnitev seruma 
vplivala tudi na delovanje metformina na celice MDA-MB-231. Da bi določili učinke 
metformina na celice MDA-MB-231 v odsotnosti seruma ali vseh treh analiziranih hranil 
(glutamina, glukoze in piruvata), smo celice MDA-MB-231 za 72 ur izpostavili 5 mM 
metforminu v kompletnem gojišču RPMI-1640, v RPMI-1640 brez seruma in v RPMI-
1640 (z 10 % FBS) brez glutamina, piruvata in glukoze (Slika 6C, D). Število celic in 
njihova živost sta se zmanjšali v gojišču RPMI-1640 brez seruma ali brez vseh treh 
analiziranih hranil pri čemer v teh razmerah metformin ni nadalje vplival na živosti ali 
število celic. 
 
Da bi določili vpliv hranil in metformina na preživetje celic MDA-MB-231 v odsotnosti 
seruma, smo jih gojili v RPMI-1640 brez seruma in brez glutamina, glukoze in/ali piruvata 
(Slika 6E). Po 72 urah smo s pretočno citometrijo določili delež celic pozitivnih na 
propidijev jodid. V odsotnosti glukoze in piruvata in odsotnosti vseh treh hranil - glukoze, 
glutamina in piruvata – je bilo preživetje celic nižje kot v kontrolnem vzorcu (gojišče 
RPMI-1640, ki je vsebovalo vsa tri hranila). Metformin v teh razmerah ni nadalje zmanjšal 
preživetja celic MDA-MB-231. V primerjavi z netretiranimi celicami, je metformin 
zmanjšal preživetje celic MDA-MB-231 v RPMI-1640 brez glukoze in v RPMI-1640 brez 
glukoze in glutamina. 
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Slika 6: Razpoložljivost hranil vpliva na delovanje metformina na celice MDA-MB-231. 
Figure 6: Nutrient availability modifies the effects of metformin on MDA-MB-231 cells. 
 
(A, B) Celice MDA-MB-231 smo izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem gojišču RPMI-1640 ali v 
gojišču RPMI1-1640 brez glukoze, glutamina ali piruvata. Po 72 urah smo določili število celic z barvanjem 
z barvilom Hoechst (A) in živost celic s testom MTS (B) (n=2-4). ***P≤0,001 napram kontroli ali z napram 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 43 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
brez metformina. (C, D) Celice MDA-MB-231 smo izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem gojišču 
RPMI-1640, v gojišču RPMI-1640 brez seruma in v gojišču RPMI-1640 brez glukoze, glutamina in piruvata 
(z serumom). Po 72 urah smo določili število celic po barvanju s Hoechstom (C) in živost s testom MTS (D) 
(n=3-4). ***P≤0,001 napram kontroli, n.z. – statistično neznačilno. (E) Celice MDA-MB-231 smo 72 ur 
gojili v gojišču RPMI-1640 brez seruma in brez glutamina, glukoze in/ali piruvata v prisotnosti 5 mM 
metformina. Delež mrtvih celic smo določili s propidijevim jodidom in pretočno citometrijo (n=3-4) 
*P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤0,001 napram kontroli ali z napram brez metformina.  
 
 
4.2 METFORMIN V ODVISNOSTI OD RAZPOLOŽLJIVOSTI HRANIL POVEČA 
VELIKOST TUMORSKIH SFEROIDOV 
 
Presnovni fenotip rakavih celic, ki rastejo v 2D monoslojni kulturi, se razlikuje od 
presnovnega fenotipa celic, ki rastejo v 3D tumorskih sferoidih (Rodríguez-Enríquez in 
sod., 2008; Liao in sod., 2014; Jiang in sod., 2016; Pacheco-Marín in sod., 2016). Zato smo 
proučili, ali se občutljivost celic na metformin razlikuje, če celice MDA-MB-231 gojimo v 
klasični monoslojni kulturi ali v tumorskih sferoidih. Tumorske sferoide smo za 72 ur 
izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem RPMI-1640 ali v RPMI-1640 brez glukoze, 
glutamina ali piruvata (Slika 7). Celice smo označili s kalceinom in propidijevim jodidom 
ter s fluorescenčno mikroskopijo določili njihovo preživetje v tumorskih sferoidih. Poleg 
tega smo določili tudi velikost posameznega tumorskega sferoida. V vseh razmerah je 
metformin rahlo povečal velikost tumorskih sferoidov, ki so postali manj kompaktni (Slika 
7A, B). Učinek je bil največji v gojišču RPMI-1640 brez glukoze. Toda le v gojišču RPMI-
1640 brez glukoze je metformin zmanjšal preživetje celic MDA-MB-231 (Slika 7A, C). 
 
Proučili smo tudi, kakšen učinek ima po 72 urah metformin na velikost tumorskih 
sferoidov in na celično preživetje pri pomanjkanja seruma in vseh treh hranil – piruvata, 
glukoze in glutamina. Tumorski sferoidi, ki smo jih gojili v gojišču RPMI-1640 brez 
seruma z ali brez metformina so popolnoma razpadli (Slika 7D, E). Metformin v teh 
razmerah ni zmanjšal celičnega preživetja (Slika 7D, F). Pri pomanjkanju vseh treh hranil 
– glukoze, glutamina in piruvata – je 5 mM metformin povečal velikost tumorskih 
sferoidov in zmanjšal preživetje celic (Slika 7D, E, F). 
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Slika 7: Metformin v odvisnosti od razpoložljivosti hranil poveča velikost tumorskih sferoidov. 
Figure 7: Metformin increases the size of tumour spheroids depending on nutrient availability. 
 
(A, B, C) Tumorske sferoide smo za 72 ur izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem gojišču RPMI-1640 
ali v gojišču RPMI-1640 brez glukoze, glutamina ali piruvata. Označili smo jih s propidijevim jodidom in 
kalceinom ter jih opazovali s fluorescenčno mikroskopijo (A). Velikost tumorskih sferoidov smo določili s 
programom ImageJ. (n=5). *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤0,001 napram kontroli ali z napram brez metformina 
(B). Intenziteto fluorescence celic MDA-MB-231 pozitivnih na propidijev jodid, ki sestavljajo tumorski 
sferoid smo določili s programom ImageJ (n=3). ***P≤0,001 napram kontroli ali z napram brez metformina 
(C). (D, E, F) Tumorske sferoide smo gojili v kompletnem gojišču RPMI-1640, v gojišču RPMI-1640 brez 
seruma ali v gojišču RPMI-1640 brez glukoze, glutamina in piruvata (s serumom). V vseh razmerah smo 
tumorske sferoide za 72 ur izpostavili 5 mM metforminu. Nato smo jih označili z propidijevim jodidom in 
kalceinom ter jih opazovali s fluorescenčno mikroskopijo (D). Velikost tumorskih sferoidov smo določili s 
programom ImageJ (n=3-5). ***P≤0,001 napram kontroli ali z napram brez metformina (E). Intenziteta 
fluorescence celic MDA-MB-231 pozitivnih na propidijev jodid, ki sestavljajo tumorske sferoide smo 




4.3 METFORMIN POVZROČI RAZPADANJE TUMORSKIH SFEROIDOV V 
GOJIŠČU MEM 
 
Sestava gojišča vpliva na delovanje metformina na rakave celice v monoslojni kulturi 
(Silvestri in sod., 2015; Gui in sod., 2016), medtem ko je njen učinek na delovanje 
metformina na rakave celice gojene v tumorskih sferoidih slabo raziskan. Zato smo 
primerjali učinek metformina na celice MDA-MB-231 v tumorskih sferoidih, ki smo jih 
gojili v gojišču RPMI-1640 s tistimi, ki smo jih gojili v gojišču DMEM in MEM. Vsa tri 
gojišča se pogosto uporabljajo za gojenje rakavih celic, medtem ko sta za gojenje celic 
MDA-MB-231 najbolj pogosto uporabljata gojišči DMEM in RPMI-1640 (Neve in sod., 
2006; Cheong in sod., 2011; Zordoky in sod., 2014; Silvestri in sod., 2015; Marinello in 
sod., 2016). V primerjavi z gojiščem RPMI-1640 ima gojišče DMEM višjo koncentracijo 
aminokislin, toda ne vsebuje aspartata. MEM ne vsebuje neesencialnih aminokislin: 
alanina, glicina, glutamata, prolina, serina, asparagina in aspartata (Preglednica 4). 
 
Tumorske sferoide smo za 72 ur izpostavili 5 mM metforminu v gojišču DMEM in MEM. 
Preživetje celic smo po barvanju s propidijevim jodidom in kalceinom določili s 
fluorescenčno mikroskopijo (Slika 8). Netretirani tumorski sferoidi so bili podobno veliki v 
vseh treh celičnih gojiščih. Metformin je povzročil razpadanje tumorskih sferoidov v 
gojišču MEM, ne pa tudi v gojišču DMEM (Slika 8A, B). Preživetje celic v netretiranih 
tumorskih sferoidih v gojišču MEM je bilo nižje kot v gojišču DMEM. Metformin ni 
nadalje zmanjšal celičnega preživetja v tumorskih sferoidih v gojiščih MEM in DMEM 
(Slika 8A, C). 
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Slika 8: Metformin povzroči razpadanje tumorskih sferoidov v gojišču MEM. 
Figure 8: Metformin disintegrates tumour spheroids in MEM medium. 
 
Tumorske sferoide smo za 72 ur izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem gojišču DMEM in MEM. Nato 
smo jih pobarvali s propidijevim jodidom in kalceinom ter jih opazovali s fluorescenčno mikroskopijo (A). 
Velikost tumorskih sferoidov smo določili s programom ImageJ (n=3). ***P≤0,001 MEM napram DMEM 
ali z napram brez metformina (B). Intenziteto fluorescence celic pozitivnih na propidijev jodid smo določili s 
programom ImageJ (n=3). *P≤0,05 MEM napram DMEM (C).  
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4.4 POMANJKANJE GLUKOZE IN PIRUVATA POVZROČI AKTIVACIJO AMPK 
 
Pri pomanjkanju glukoze v gojišču metformin močneje aktivira AMPK v celicah MDA-
MB-231 (Bizjak in sod., 2017). Učinek pomanjkanja drugih hranil na vpliv metformina na 
aktivacijo AMPK še ni bil natančno proučen. Zato smo določili vpliv metformina na 
aktivacijo AMPK v gojišču DMEM brez piruvata, glutamina in/ali glukoze (slika 9). 
Aktivacijo AMPK smo ocenili z določanjem fosforilacije AMPK (Thr
172
) in njegove tarče 
ACC (Ser
79
) po 24-urni izpostavitvi celic MDA-MB-231 5 mM metforminu v gojišču 
DMEM brez glutamina, piruvata in/ali glukoze. Metformin je povečal fosforilacijo AMPK 
v gojišču DMEM brez glukoze in v DMEM brez glukoze in piruvata (Slika 9A, B). 
Metformin je povečal fosforilacijo ACC v odsotnosti piruvata in/ali glukoze (Slika 9A, C). 
Pomanjkanje glutamina ni povečalo z metforminom stimulirane fosforilacije AMPK ali 
ACC. 
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Slika 9: Pomanjkanje glukoze in piruvata poveča z metforminom-posredovano aktivacijo AMPK. 
Figure 9: Glucose and pyruvate deficiency augments metformin-stimulated AMPK activation. 
 
Celice MDA-MB-231 smo za 24 ur izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem gojišču DMEM ali v 
gojišču DMEM brez glutamina, glukoze in/ali piruvata. S prenosom western smo določili fosforilacijo 
AMPK (Thr
172
) (A, B) in ACC (Ser
79
) (A, C) (n=3). *P≤0,001, **P≤0,01, ***P≤0,001 napram kontroli ali z 
napram brez metformina.  
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4.5 METFORMIN ZMANJŠA ŠTEVILO CELIC MDA-MB-231 V GOJIŠČU MEM 
BREZ PIRUVATA 
 
Celična gojišča se razlikujejo glede na sestavo aminokislin (Preglednica 4), kar lahko 
vpliva na občutljivost celic na metfomin pri pomanjkanju glukoze, glutamina in/ali 
piruvata. Zato smo proučili učinek pomanjkanja glukoze, glutamina in piruvata na 
delovanje metformina na celice MDA-MB-231 v gojiščih DMEM in MEM (Slika 10). 
Celice MDA-MB-231 smo za 96 ur izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem gojišču 
DMEM brez glutamina, piruvata in/ali glukoze. Metformin ni zmanjšal proliferacije ali 
preživetja celic v kompletnem gojišču DMEM ali v gojišču DMEM brez glutamina in 
piruvata (Slika 10A, B). Toda metformin je upočasnil proliferacijo celic MDA-MB-231 in 
zmanjšal njihovo preživetje v gojišču DMEM brez glukoze. Učinek metformina na 
preživetje celic je bil večji, če so celice rastle v gojišču DMEM brez obeh hranil, glukoze 
in piruvata. 
 
Pri netretiranih celicah pomanjkanje glutamina in piruvata ni vplivalo na njihovo število in 
preživetje v gojišču MEM (slika 10C, D). Metformin ni zmanjšal števila in preživetja celic, 
ki smo jih gojili v kompletnem gojišču MEM ali v gojišču MEM brez glutamina. 
Metformin je zmanjšal število celic, ki smo jih gojili v MEM brez piruvata na okoli 60 % 
(Slika 10C), ampak hkrati ni vplival na njihovo preživetje (Slika 10D). 
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Slika 10: Metformin zmanjša število celic MDA-MB-231 v gojišču MEM brez piruvata.  
Figure 10: Metformin reduces the number of MDA-MB-231 cells in MEM medium without pyruvate. 
 
(A, B) Celice MDA-MB-231 smo za 96 ur izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem gojišču DMEM ali v 
gojišču DMEM brez glutamina, piruvata in/ali glukoze. Relativno število celic smo določili po barvanju s 
Hoechstom (n=3) (A) in delež celic pozitivnih na propidijev jodid smo določili s pretočno citometrijo (n=3). 
*P≤0,05; **P≤0,01, ***P≤0,001 napram kontroli ali označenemu vzorcu, n.z. - statistično neznačilno (B). 
(C, D) Celice MDA-MB-231 smo za 96 ur izpostavili 5 mM metforminu v kompletnem gojišču MEM ali v 
gojišču MEM brez glutamina ali piruvata. Relativno število celic smo določili z barvanjem s Hoechstom 
(n=3) (C) in delež celic pozitivnih na propidijev jodid smo določili s pretočno citometrijo (n=2) (D). *P≤0,05 
z napram brez metformina.   
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4.6 VPLIV RAZPOLOŽLJIVOSTI GLUKOZE IN MENJAVE GOJIŠČA NA 
PROLIFERACIJO CELIC MDA-MB-231 
 
Celice MDA-MB-231 se ponavadi gojijo v gojišču s 25 mM glukozo, ki posnema 
hiperglikemijo (Monnier in sod., 2006; Masters in Stacey, 2007), ali v gojišču s 5,6 mM 
glukozo, ki posnema normoglikemijo (Cryer, 2009). Poleg tega uporaba bazalnega gojišča 
brez glukoze posnema razmere v ishemični sredici tumorja (Hirayama in sod., 2009). Da bi 
določili porabo glukoze v različnih razmerah, smo celice MDA-MB-231 72 ur gojili v 
prisotnosti 25 mM glukoze, 5,6 mM glukoze ali v gojišču, ki mu nismo dodali glukoze ter 
v prisotnosti 10 % FBS. Gojišča tekom eksperimenta nismo menjavali (Slika 11). V 
gojišču, ki je na začetku eksperimenta vsebovalo približno 25 mM glukoze, je 
koncentracija glukoze padla na okoli 18 mM. V gojišču, ki je na začetku eksperimenta 
vsebovalo približno 5,6 mM glukoze pa je bilo na koncu eksperimenta 0,6 mM glukoze. V 
gojišču, ki mu na začetku eksperimenta nismo dodali glukoze, smo v točki 0 ur izmerili 
približno 0,6 mM glukoze, po 72 urah pa glukoze več nismo zaznali. Nizka koncentracija 
glukoze v točki 0 ur je bila v gojišču prisotna zato, ker smo bazalnemu gojišču brez 
glukoze dodali serum, ki vsebuje glukozo. Naši rezultati kažejo, da celice MDA-MB-231 v 
72 urah glukozo porabijo in je koncentracija glukoze na koncu eksperimenta nižja kot ob 
njegovem začetku (Slika 11A). 
 
Da bi proučili ali poraba glukoze vpliva na proliferacijo celic, smo celice MDA-MB-231 
72 ur gojili v prisotnosti 25 mM glukoze, 5,6 mM glukoze ali v odsotnosti glukoze in v 
prisotnosti 10 % FBS. Pri tem smo v enem izmed poskusov gojišče menjavali, drugi 
poskus pa smo izvedi brez menjave gojišča. Vsakih 24 ur smo po barvanju s Hoechstom 
določili število celic MDA-MB-231 (Slika 11B, C). Opazili smo, da je bila proliferacija 
celic MDA-MB-231 v prisotnosti 25 mM glukoze in 5,6 mM glukoze podobna ne glede na 
menjavo gojišča. Celice MDA-MB-231 so počasneje proliferirale v odsotnosti glukoze. 
Odsotnost seruma pa je preprečila proliferacijo celic. Naši rezultati kažejo, da menjava 
gojišča ne vpliva na proliferacijo celic MDA-MB-231 v prisotnosti 25 mM glukoze in 5,6 
mM glukoze. 
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Slika 11: Vpliv razpoložljivosti glukoze in menjave gojišča na proliferacijo celic MDA-MB-231.  
Figure 11: The effect of glucose availability and medium renewal on proliferation of MDA-MB-231 
cells. 
 
Vse eksperimente smo izvedli v gojišču RPMI-1640. (A) Celice MDA-MB-231 smo 72 ur gojili v prisotnosti 
25 mM glukoze, 5,6 mM glukoze ali v odsotnosti glukoze (z 10 % FBS). Gojišča 72 ur nismo zamenjali. 
Vsakih 24 ur smo določili koncentracijo glukoze v gojišču (n=3). *P≤0,05 napram. 0 ur. (B) Celice MDA-
MB-231 smo gojili 72 ur v prisotnosti 25 mM glukoze, 5,6 mM glukoze ali v odsotnosti glukoze (z 10 % 
FBS). Gojišče smo vsakih 24 ur zamenjali. Kontrolni eksperiment smo izvedli v prisotnoti 5,6 mM glukoze 
brez seruma. Relativno število celic smo določili z barvilom Hoechst (n=4). *P≤0,05 napram 0 ur. (C) Celice 
MDA-MB-231 smo gojili 72 ur v prisotnosti 25 mM glukoze, 5,6 mM glukoze ali v odsotnosti glukoze. 
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4.7 MENJAVA GOJIŠČA PREPREČI, DA BI METFORMIN ZAVRL 
PROLIFERACIJO CELIC MDA-MB-231 
 
Učinek metformina na proliferacijo celic MDA-MB-231 narašča s časom izpostavitve 
(Zordoky in sod., 2014; Marinello in sod., 2016). Poleg tega je učinek metformina na 
proliferacijo celic MDA-MB-231 večji pri pomanjkanju glukoze v gojišču (Wahdan-
Alaswad in sod., 2013; Zordoky in sod., 2014). Raziskave, ki so proučevale učinek 
metformina pri 5,6 mM glukozi, imajo nasprotujoče si rezultate. Nekatere so pokazale, da 
pri 5,6 mM glukozi v gojišču metformin zavre proliferacijo celic MDA-MB-231, medtem 
ko druge raziskave v enakih razmerah niso pokazale nobenih učinkov metformina na celice 
(Wahdan-Alaswad in sod., 2013; Sadighi in sod., 2014; Zhuang in sod., 2014; Zordoky in 
sod., 2014). Zato smo celice MDA-MB-231 za 48 ur izpostavili metforminu v prisotnosti 
25 mM glukoze, 5,6 mM glukoze in v odsotnosti glukoze ter v prisotnosti 10 % FBS. 
Koncentracijo glukoze smo vzdrževali z dnevno menjavo gojišča. Živost celic smo določili 
s testom MTS (Slika 12A-C). Metformin ni vplival na živost celic pri 25 mM glukozi in 
5,6 mM glukozi (Slika 12A, B), medtem ko sta 1 mM in 5 mM metformin zmanjšala živost 
celic v gojišču brez glukoze (Slika 12C). 
 
Da bi potrdili rezultate, smo s testom BrdU določili proliferacijo celic MDA-MB-231, ki 
smo jih za 24 ur izpostavili metforminu. Po 24 urah je 10 mM metformin rahlo zavrl 
proliferacijo celic, medetm ko druge koncentracije metformina niso imele podobnih 
učinkov (Slika 12D). Ena izmed raziskav je pokazala, da metformin po 48-urni izpostavitvi 
zavre proliferacijo celic MDA-MB-231 pri 5,6 mM glukozi v gojišču brez seruma 
(Zordoky in sod., 2014). Zato smo proučili ali pomanjkanje seruma poveča občutljivost 
celic MDA-MB-231 na metformin. Celice MDA-MB-231 smo za 48 ur izpostavili 
metforminu v gojišču brez seruma, ki je vsebovalo 25 mM glukozo ali 5,6 mM glukozo. 
Gojišče smo dnevno menjavali (Slika 12E, F). Metformin ni vplival na živost celic MDA-
MB-231 v odsotnosti seruma niti pri 5,6 mM glukozi, niti pri 25 mM glukozi. Naši 
rezultati torej kažejo, da odsotnost seruma ne vpliva na občutljivost celic MDA-MB-231 
na metformin, če gojišče dnevno menjavamo. 
 
Pokazali smo, da celice MDA-MB-231 72 ur proliferirajo v gojišču s 5,6 mM glukozo in 
10 % FBS, če gojišča ne menjavamo, kljub temu, da celice porabijo glukozo (Slika 11). Da 
bi določili vpliv pomanjkanja glukoze na učinek metformina na celice MDA-MB-231, smo 
jih za 72 ur izpostavili metforminu v gojišču z 10 % FBS in 5,6 mM glukozo. Po 72 urah 
brez menjave gojišča, je koncentracija glukoze v kontrolnem vzrocu (netretirane celice) 
padla na približno 0,6 mM, medtem ko je bila v vzorcih izpostavljenih metforminu pod 
mejo detekcije (Slika 12G). Naši rezultati kažejo, da metformin povzroči, da imajo celice 
MDA-MB-231 povečano porabo glukoze. Če gojišča ne menjavamo, pa lahko zaradi 
povečane glikolize, ki jo povzroči metformin, celice glukozo popolnoma porabijo. Zato 
smo proučili, kakšen učinek ima po daljši izpostavitvi metformin na celice MDA-MB-231 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 54 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
v odsotnosti menjave gojišča. Nasadili smo različno število celic MDA-MB-231 v gojišče 
s serumom in 5,6 mM glukozo in jih za 72 ur izpostavili 5 mM metforminu. Celično živost 
smo določili s testom MTS, število celic pa po barvanju s Hoechstom. Pri enem tipu 
poskusa smo gojišče menjavali, pri drugem pa ne (Slika 12H, I). Pri visoki gostoti celic je 
metformin zmanjšal živost celic MDA-MB-231, če gojišča nismo menjavali. Pri nižji 
gostoti nasajenih celic pa metformin ni imel učinka na njihovo živost. Če smo gojišče 
menjavali, metformin ni imel učinka na živost celic, ne glede na njihovo gostoto. Podobne 
rezultate smo dobili po barvanju s Hoechstom, s katerim smo določili relativno število 
celic. Metformin je zmanjšal število celic MDA-MB-231 samo, če so smo nasadili veliko 
število celic in hkrati gojišča 72 ur nismo menjavali. 
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Slika 12: Menjava gojišča prepreči, da bi metformin zavrl proliferacijo celic MDA-MB-231. 
Figure 12: Medium renewal blocks anti-proliferative effects of metformin in MDA-MB-231 cells. 
 
(A, B, C) Celice MDA-MB-231 smo za 48 ur izpostavili metforminu v gojišču RPMI-1640 (z 10 % FBS), ki 
je vsebovalo 25 mM glukozo (A), 5,6 mM glukozo (B) ali, ki ni vsebovalo glukoze (C). Gojišče smo 
zamenjali po 24 urah. S testom MTS smo določili živost celic (n=3). *P≤0,05 napram 0 mM metforminu. (D) 
Celice MDA-MB-231 smo za 24 ur izpostavili metforminu v gojišču s 5,6 mM glukozo (z 10 % FBS). S 
Testom BrdU smo določili celično proliferacijo (n=8). *P≤0,05 napram 0 mM metforminu. (E, F) Celice 
MDA-MB-231 smo za 48 ur izpostavili metforminu v gojišču RPMI-1640 s 5,6 mM glukozo (E) ali 25 mM 
glukozo (F) v odsotnosti seruma. Po 24 urah smo zamenjali gojišče. S testom MTS smo določili celično 
živost (n=2). (G) Celice MDA-MB-231 smo za 72 ur izpostavili 5 mM metforminu v gojišču RPMI-1640 s 
5,6 mM glukozo (z 10 % FBS). Celičnega gojišča nismo menjavali. V točki 0 ur in 72 ur smo določili 
koncentracijo glukoze v gojišču (n=3). *P≤0,05 napram 0 ur (H, I). Nasadili smo različno število celic MDA-
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MB-231 in jih za 72 ur izpostavili 5 mM metforminu v gojišču s 5,6 mM glukozo. Gojišče smo tekom 
eksperimenta menjavali vsakih 24 ur (črna) ali pa ga nismo menjavali (bela). Živost celic smo določili s 
testom MTS (n=3) (H), njihovo število pa po barvanju s Hoechstom (n=3) *P≤0,05 z napram brez menjave 
gojišča (I).  
 
 
4.8 METFORMIN PREHAJA V CELICE MDA-MB-231, KJER ZAVIRA 
OKSIDATIVNO FOSFORILACIJO, POSPEŠI GLIKOLIZO IN AKTIVIRA AMPK 
 
Metformin vstopa v celice preko prenašalcev za organske katione kot je OCT1 (Shu in 
sod., 2007). Da bi preverili, če lahko metformin prehaja v celice MDA-MB-231 ne glede 
na koncentracijo glukoze v gojišču, smo celice 24 ur ali 72 ur gojili v prisotnosti 25 mM 
glukoze, 5,6 mM glukoze ali v odsotnosti glukoze ter z RT-PCR določili mRNA za OCT1. 
Gojišče smo dnevno menjavali (Slika 13A). Celice MDA-MB-231 izražajo mRNA za 
OCT1 ne glede na koncentracijo glukoze v gojišču. Da bi določili ali se celice MDA-MB-
231 odzivajo na metformin pri 5,6 mM glukozi, smo jih za 24 ur izpostavili 5 mM 
metforminu in določili mitohondrijski membranski potencial ter količino nastalega laktata 
(Slika 13B, C). Metformin je zavrl mitohondrijski membranski potencial in povečal 
količino nastalega laktata glede na kontrolni vzorec (netretirane celice). Da bi določili 
učinek metformina na AMPK, smo celice za 16 ur izpostavili 5 mM metforminu v gojišču 
s 5,6 mM glukozo brez seruma. Določili smo fosforilacijo AMPK in njegove neposredne 
tarče ACC. Metformin ni fosforiliral AMPK, toda 1 mM in 5 mM metformin je povzročil 
forsforilacijo ACC, kar nakazuje, da je metformin aktiviral AMPK (Slika 13D, E). 
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Slika 13: Metformin prehaja v celice MDA-MB-231, kjer zavira oksidativno fosforilacijo, pospeši 
glikolizo in aktivira AMPK.  
Figure 13: Metformin enters MDA-MB-231 cells, where it inhibits oxidative phosphorylation, 
augments glycolysis and activates AMPK. 
 
(A) Celice MDA-MB-231 smo 72 ur gojili v gojišču RPMI-1640 (z 10 % FBS), ki je vsebovalo 25 mM 
glukozo, 5,6 mM glukozo ali je bilo brez glukoze. Po 24 urah (bela) in 72 urah (črna) smo z RT-PCR določili 
mRNA za OCT1. Gojišče smo dnevno menjavali. Za endogeno kontrolo smo uporabili 18S rRNA (n=3). (B) 
Celice MDA-MB-231 smo za 24 ur izpostavili 5 mM metforminu v gojišču RPMI-1640 s 5,6 mM glukozo (z 
10 % FBS). Celice smo označili s TMRM in s pretočnim citometrom CyFlow space določili mitohondrijski 
membranski potencial (n=4). *P≤0,05 napram kontroli. (C) Celice MDA-MB-231 smo gojili v prisotnosti 5 
mM metformina v gojišču RPMI-1640 s 5,6 mM glukozo. Po 24 urah smo določili koncentracijo laktata in jo 
normalizirali na maso proteinov (n=3). *P≤0,05 napram kontroli. (D, E) Celice MDA-MB-231 smo za 16 ur 
izpostavili metforminu v gojišču RPMI-1640 s 5,6 mM glukozo (brez seruma). Fosforilacijo AMPK (Thr
172
) 
(D) in ACC (Ser
79
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4.9 METFORMIN V KOMBINACIJI Z INHIBITORJEMA GLIKOLIZE 
OKSAMATOM IN 2-DG SINERGISTIČNO ZAVRE PROLIFERACIJO CELIC MDA-
MB-231 
 
Naši rezultati so pokazali, da metformin nima učinkov na proliferacijo celic MDA-MB-231 
pri 5,6 mM glukozi, če gojišče dnevno menjavamo. Po drugi strani metformin zavre 
proliferacijo celic MDA-MB-231 v odsotnosti glukoze. Da bi posnemali odsotnost glukoze 
smo proučili, če zaviranje glikolize s farmakološkima učinkovinama oksamatom in 2-DG 
poveča občutljivost celic MDA-MB-231 na metformin pri 5,6 mM glukozi. Celice MDA-
MB-231 smo za 48 ur izpostavili 10 mM oksamatu in/ali 5 mM metforminu pri 5,6 mM 
glukozi ter določili celično živost s testom MTS. Gojišče smo dnevno menjavali (Slika 
14A). Oksamat je zmanjšal živost celic MDA-MB-231 na približno 81 %, medtem ko je 
kombinacija metformina in oksamata zmanjšala njihovo živost na približno 66 %. Poleg 
tega smo preverili vpliv 2-DG na učinek metformina na celice MDA-MB-231 pri 5,6 mM 
glukozi. Uporabili smo 600 µM 2-DG, ki je dosegljiva v plazmi ljudi (Raez in sod., 2013). 
Po 24-urni izpostavitvi metforminu in/ali 600 µM 2-DG smo s testom BrdU določili 
celično proliferacijo (Slika 14B). Metformin in 2-DG sama nista zavrla proliferacije celic, 
medtem ko jo je sinergistično zavrla kombinacija 5 mM metformina in 600 µM 2-DG. Da 
bi opazovali učinek obeh učinkovin na celice MDA-MB-231 po daljšem časovnem 
obdobju, smo jih 72 ur gojili v prisotnosti 600 µM 2-DG in metformina ter določili njihovo 
živost s testom MTS. Gojišče smo dnevno menjavali. (Slika 14C). 2-DG je zmanjšala 
celično živost in delovala sinergistično s 30 µM do 5 mM metforminom. Nato smo 
preverili ali je vpliv kombinacije obeh učinkovin na celice MDA-MB-231 odvisen od 
koncentracije glukoze v gojišču. Celice MDA-MB-231 smo zato za 48 ur izpostavili 600 
µM 2-DG in 5 mM metforminu v prisotnosti 25 mM glukoze in 5,6 mM glukoze ter 
določili njihovo živost s testom MTS. Gojišče smo dnevno menjavali (Slika 14D). Pri 25 
mM glukozi 600 µM 2-DG ni zavrla živosti celic, medtem ko jo je zavrla pri 5,6 mM 
glukozi. Kombinacija metformina in 2-DG je zavrla živost celic pri 25 mM glukozi na 86 
% in pri 5,6 mM glukozi na 38 %. Naši rezultati so pokazali, da kombinacija obeh 
učinkovin zavira proliferacijo celic MDA-MB-231 tako v razmerah, ki po koncentraciji 
glukoze posnemajo nezdravljeno sladkorno bolezen (Monnier in sod., 2006; Masters in 
Stacey, 2007; Cryer, 2009) kot v razmerah, ki posnemajo normoglikemijo (Cryer, 2009). 
Toda učinek kombinacije obeh učinkovin je bil večji v normoglikemičnih razmerah. 
 
Metformin in 2-DG sta posredna aktivatorja AMPK (Hardie, 2014). Nadfiziološka 
aktivacija AMPK upočasni rast rakavih celic in vitro in in vivo (Faubert in sod., 2013), kar 
nakazuje, da bi lahko kombinacija obeh učinkovin zavrla proliferacijo celic in zmanjšala 
njihovo živost preko aktivacije AMPK. Ker je njun učinek na celice MDA-MB-231 
odvisen od koncentracije glukoze v gojišču, smo proučili, če je tudi delovanje 
neposrednega aktivatorja AMPK AICAR odvisno od koncentracije glukoze v gojišču. 
Celice MDA-MB-231 smo za 72 ur izpostavili 500 µM AICAR in nato določili živost celic 
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s testom MTS pri 5,6 mM in 25 mM glukozi (Slika 14E). Ugotovili smo, da AICAR 




Slika 14: Metformin v kombinaciji z inhibitorjema glikolize oksamatom in 2-DG sinergistično zavre 
proliferacijo celic MDA-MB-231. 
Figure 14: Metformin in combination with glycolysis inhibitors oxamate and 2-DG synergistically 
supresses proliferation of MDA-MB-231 cells. 
 
(A) Celice MDA-MB-231 smo gojili v prisotnosti 5 mM metformina in 10 mM oksamata v gojišču s 5,6 mM 
glukozo, ki smo ga dnevno menjavali. Po 48 urah smo določili živost celic s testom MTS (n=2). *P≤0,05 
napram kontroli ali označenemu vzorcu. (B) Celice MDA-MB-231 smo za 24 ur izpostavili metforminu in 
600 µM 2-DG v gojišču RPMI-1640 s 5,6 mM glukozo. S testom BrdU smo določili celično proliferacijo 
(n=3). *P≤0,05 napram kontroli. (C) Celice MDA-MB-231 smo za 72 ur izpostavili metforminu in 600 µM 
2-DG v gojišču RPMI-1640 s 5,6 mM glukozo. Gojišče smo dnevno menjavali. S testom MTS smo določili 
živost celic (n=3-4). *P≤0,05 napram kontroli ali z napram brez 2-DG. (D) Celice MDA-MB-231 smo za 48 
ur izpostavili 5 mM metforminu in 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 mM ali 25 mM glukozo, pri čemer smo 
gojišče dnevno menjavali. Nato smo določili živost celic s testom MTS (n=3). *P≤0,05 napram kontroli ali 
5,6 mM napram 25 mM glukozi. (E) Celice MDA-MB-231 smo gojili v prisotnosti 500 µM AICAR-ja v 
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gojišču, ki je vsebovalo 5,6 mM ali 25 mM glukozo, pri čemer gojišča nismo menjavali. Po 72 urah smo 
določili živost celic s testom MTS (n=3) n.z. – statistično neznačilno. 
 
 
4.10 METFORMIN V KOMBINACIJI Z NIZKO KONCENTRACIJO 2-DG 
STIMULIRA AKTIVACIJO AMPK V CELICAH MDA-MB-231 
 
Metformin in 2-DG sinergistično aktivirata AMPK pri standardni koncentraciji glukoze v 
gojišču (25 mM) (Cheong in sod., 2011; Levesley in sod., 2013), medtem ko njun učinek 
na aktivacijo AMPK pri drugih koncentracijah glukoze še ni bil raziskan. Celice MDA-
MB-231 smo za 24 ur izpostavili 600 µM 2-DG in/ali 5 mM metforminu v gojišču s 25 
mM glukozo, 5,6 mM glukozo ter brez glukoze. Vsa gojišča so vsebovala 10 % FBS. S 
prenosom western smo določili fosforilacijo AMPK in njegove tarče ACC (Slika 15). 5 
mM metformin in 600 µM 2-DG sta povečala fosforilacijo AMPK in ACC v gojišču brez 
glukoze pri čemer je bila fosforilacija AMPK večja pri izpostavitvi celic obema 
učinkovinama hkrati (Slika 15A, B). Kombinacija obeh učinkovin ni sinergistično 
povečala fosforilacije ACC (Slika 15A, C). Kombinacija 2-DG in metformina pri 5,6 mM 
glukozi ni povečala fosforilacije AMPK, je pa povečala fosforilacijo ACC kar nakazuje, da 
je bila AMPK kljub temu aktivirana. Pri 25 mM glukozi kombinacija obeh učinkovin ni 
povzročila fosforilacije AMPK, čeprav je imela majhne učinke na fosforilacijo ACC. 
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Slika 15: Metformin v kombinaciji z nizko koncentracijo 2-DG stimulira aktivacijo AMPK v celicah 
MDA-MB-231.  
Figure 15: Metformin in combination with low 2-DG concentrations stimulates AMPK activation in 
MDA-MB-231 cells. 
 
Celice MDA-MB-231 smo za 24 ur izpostavili 5 mM metforminu in 600 µM 2-DG v gojišču RPMI-1640 (z 
10 % FBS) s 25 mM glukozo, 5,6 mM glukozo ali brez glukoze. S prenosom western smo določili 
fosforilacijo AMPK (Thr
172
) (A) in ACC (Ser
79
) (B) (n=4). *P≤0,05 napram kontroli.  
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4.11 KOMBINACIJA METFORMINA IN 2-DG POVZROČI LUŠČENJE ŽIVIH 
CELIC MDA-MB-231 OD PODLAGE 
 
Metformin zavre proliferacijo celic MDA-MB-231 v odvisnosti od koncentracije glukoze v 
gojišču (Menendez in sod., 2012; Zhuang in sod., 2014; Zordoky in sod., 2014). Da bi 
posnemali razmere v plazmi ljudi, smo uporabili gojišče s 5,6 mM glukozo in (Cryer, 
2009), da bi posnemali razmere v ishemični sredici tumorja, smo uporabili gojišče brez 
glukoze (Hirayama in sod., 2009). V nadaljnjih poskusih smo gojišče dnevno menjavali in 
s tem preprečili, da bi se koncentracija glukoze močno znižala. V skladu s preteklimi 
raziskavami, je metformin zavrl proliferacijo celic v gojišču brez glukoze (Slika 16A). Da 
bi delno zavrli glikolizo v gojišču s 5,6 mM glukozo, smo uporabili 600 µM 2-DG (Slika 
16B). V gojišču s 5,6 mM glukozo 5 mM metformin ni vplival na število pritrjenih celic, 
medtem ko je 2-DG zmanjšala njihovo število na 56 %. Izpostavitev celic obema 
učinkovinama hkrati je zmanjšala število pritrjenih celic na 18 %. 
 
Glede na to, da je kombinacija 5 mM metformina in 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 mM 
glukozo zmanjšala število pritrjenih celic podobno kot je metformin zmanjšal število 
pritrjenih celic v gojišču brez glukoze, smo pričakovali, da bo v obeh razmerah zmanjšano 
tudi preživetje celic. Zato smo določili delež mrtvih celic v njihovi celotni populaciji (vsota 
pritrjenih in odluščenih celic). V odsotnosti glukoze je metformin povečal delež mrtvih 
celic, določenih s tripanskim modrilom, na 28 % in delež mrtvih celic določenih s 
propidijevim jodidom na 36 % (Slika 16C, E). V gojišču s 5,6 mM glukozo metformin in 
2-DG nista povečala deleža mrtvih celic. Po izpostavitvi kombinaciji metformina in 2-DG 
je bilo živih kar 96 % celic po določanju s tripanskim modrilom in 92 % celic po določanju 
deleža mrtvih celic s propidijevim jodidom (Slika 16D, F). 
 
Po tridnevni izpostavitvi celic MDA-MB-231 metforminu v gojišču brez glukoze ali 
kombinaciji 2-DG in metforminu v gojišču s 5,6 mM glukozo smo opazili mnogo 
odluščenih celic, ki so bile okrogle oblike in niso bile pritrjene na podlago (Slika 16G). 
Morfološke spremembe pritrjenih celic so bile odvisne od učinkovine, ki so ji bile 
izpostavljene in koncentracije glukoze v gojišču. Med izpostavitvijo kombinaciji 
metformina in 2-DG v prisotnosti 5,6 mM glukoze, so postale celice MDA-MB-231 
okrogle in se nato začele odlepljati. Nasprotno so dobile celice, ki so bile izpostavljene 
metforminu v gojišču brez glukoze, najprej zvezdasto obliko in se nato začele odlepljati od 
podlage. Z uporabo propidijevega jodida in fluorescenčne mikroskopije smo dodatno 
potrdili, da kombinacija metformina in 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo povzroči 
luščenje živih celic od površine. Nasprotno pa so bile mnoge odluščene celice, ki smo jih v 
odsotnosti glukoze izpostavili metforminu pozitivne na propidijev jodid. 
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Slika 16: Kombinacija metformina in 2-DG povzroči luščenje živih celic MDA-MB-231 od podlage.  
Figure 16: Combined treatment with metformin and 2-DG induces detachment of viable MDA-MB-
231 cells. 
 
(A, B) Celice MDA-MB-231 smo za tri dni izpostavili 5 mM metforminu v gojišču brez glukoze (A) ali pa 5 
mM metforminu in 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo (B). Število pritrjenih celic smo določili po 
barvanju s Hoechstom (n=3). *P≤0,05 napram kontroli. (C, D) Celice MDA-MB-231 smo za tri dni 
izpostavili 5 mM metforminu v gojišču brez glukoze (C) ali 5 mM metforminu in 600 µM 2-DG v gojišču s 
5,6 mM glukozo (D). Delež mrtvih celic smo določili s tripanskim modrilom (n=4). *P≤0,05 napram 
kontroli, n.z. – statistično neznačilno. (E, F) Celice MDA-MB-231 smo za tri dni izpostavili 5 mM 
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metforminu v gojišču brez glukoze (E) ali 5 mM metforminu in 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo 
(F). Delež mrtvih celic smo določili s propidijevim jodidom in pretočno citometrijo (n=3). *P≤0,05 napram 
kontroli, n.z. – statistično neznačilno. (G) Celice MDA-MB-231 smo za tri dni izpostavili 5 mM metforminu 
in/ali 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo ali brez glukoze. Celice smo označili s propidijevim 
jodidom in jih opazovali s fluorescenčno mikroskopijo. Merilce predstavlja 20 µm.  
 
 
4.12 PO IZPOSTAVITVI METFORMINU IN 2-DG OSTANE VEČINA 
ODLUŠČENIH CELIC MDA-MB-231 ŽIVIH – ANALIZA PRITRJENIH IN 
ODLUŠČENIH CELIC 
 
Da bi določili delež odluščenih celic glede na celokupno število celic smo ločeno zbrali in 
prešteli odluščene in pritrjene celice (Slika 17). V gojišču s 5,6 mM glukozo, metformin ni 
povečal deleža odluščenih celic. Tudi 2-DG ni statistično značilno povečala deleža 
odluščenih celic (Slika 17A). Nasprotno pa je kombinacija metformina in 2-DG povzročila 
sinergistično luščenje celic MDA-MB-231 v gojišču s 5,6 mM glukozo, kar se je ujemalo z 
rezultati, ki smo jih dobili pri opazovanju celic z mikroskopijo (Slika 16G). Luščenje celic 
od podlage, ki ga je povzročila kombinacija 2-DG in metformina, je bilo odvisno od 
koncentracije metformina in je bilo tudi časnovno odvisno (slika 17B, C). 
 
Določili smo tudi delež odluščenih celic pozitivnih na tripansko modrilo. Po tridnevni 
izpostavitvi kombinaciji metformina in 2-DG v prisotnosti 5,6 mM glukoze je bilo 53 % 
celic odluščenih (Slika 17C). Toda po izpostavitvi metforminu in 2-DG pri 5,6 mM 
glukozi je bilo samo 5 % odluščenih celic pozitivnih na tripansko modilo (Slika 17E). V 
gojišču brez glukoze je metformin po treh dneh povečal delež odluščenih celic na 39 % 
(Slika 17D). Toda pri izpostavitvi metforminu v odsotnosti glukoze je bilo 40 % 
odluščenih celic pozitivnih na tripansko modrilo (Slika 17F). 
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Slika 17: Po izpostavitvi metforminu in 2-DG ostane večina odluščenih celic MDA-MB-231 živih – 
analiza pritrjenih in odluščenih celic.  
Figure 17: The majority of floating MDA-MB-231 cells obtained after co-treatment with metformin 
and 2-DG remain viable – Analysis of the attached and floating populations. 
 
(A) Shema, ki prikazuje potek ločitve celic na dve celični populaciji: odluščene celice (zelena) in pritrjene 
celice (rdeča). S pipeto smo previdno odstanili odluščene celice. Vse celice, ki smo jih zbrali po spiranju 
vdolbinice z NaCl ter po tripsinizaciji smo imeli za pritrjene celice. (B, C, D) Celice MDA-MB-231 smo dva 
dni (B) ali en do tri dni (C, D) izpostavili metforminu in/ali 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo. 
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Delež odluščenih celic in delež odluščenih celic pozitivnih na tripansko modrilo smo določili s števcem celic 
Countess (n=3-4). **P≤0,01; ***P≤0,001 napram kontroli. #- sinergistični učinek metformina in 2-DG. (E,F) 
Celice MDA-MB-231 smo za tri dni izpostavili 5 mM metforminu v gojišču brez glukoze. Delež odluščenih 
celic (E) in delež odluščenih celic pozitivnih na tripansko modrilo (F) smo določili s števcem celic Countess 
(n=4) *P≤0,05, ***P≤0,001 napram kontroli. 
 
 
4.13 KOMBINACIJA METFORMINA IN 2-DG ZAVIRA PROLIFERACIJO 
RAKAVIH CELIC 
 
Metformin je zavrl proliferacijo celic MDA-MB-231 v odsotnosti glukoze (Slika 18A). 
Tudi kombinacija 600 µM 2-DG in 0,3-20 mM metformina v gojišču s 5,6 mM glukozo je 
po dveh dneh zavrla proliferacijo celic MDA-MB-231 (Slika 18B). Po tridnevni 
izpostavitvi celic je samo 5 mM metformin in samo 600 µM 2-DG zavrl proliferacijo celic 
MDA-MB-231 (Slika 18C), medtem ko je po dveh dnevih samo 20 mM metformin 
statistično značilno zavrl njihovo proliferacijo (Slika 18B).  
 
Da bi določili, kakšen je učinek kombinacije metformina in 2-DG na luščenje živih celic 
na drugih celičnih linijah, smo proučili učinek obeh učinkovin na celični liniji MCF-7 in 
PC-3 (Slika 18D-I). Celice MCF-7 izražajo receptorje za estrogen in progesteron ampak ne 
izražajo receptorja za humani epidermalni rastni faktor 2 (HER-2) (Neve in sod., 2006). 
Celice PC-3 so zelo metastatske in ne izražajo receptorjev za androgene in antigen 
specifičen za prostato (Sobel in Sadar, 2005). Po treh dnevih sta metformin in/ali 2-DG 
zavrla proliferacijo celic MCF-7 (Slika 18D). Metformin je povečal delež odluščenih celic 
MCF-7 na 18 %, 2-DG pa na 7 %. Kombinacija obeh učinkovin je povečala delež 
odluščenih celic na približno 67 % (Slika 18E). 2-DG ni povečal deleža mrtvih odluščenih 
celic MCF-7. Metformin je povečal delež mrtvih odluščenih celic MCF-7 na 28 %, 
medtem ko je kombinacija metformina in 2-DG povečala delež mrtvih odluščenih celic na 
29 % (Slika 18F). Nasprotno je na celični liniji PC-3 kombinacija obeh učinkovin 
zmanjšala število vseh celic, ni pa vplivala na delež odluščenih celic ali mrtvih celic (Slika 
18G-I). 
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Slika 18: Kombinacija metformina in 2-DG zavira proliferacijo rakavih celic. 
Figure 18: Combined treatment with 2-DG and metformin suppresses cancer cell proliferation. 
 
(A) Celice MDA-MB-231 smo za tri dni izpostavili 5 mM metforminu v gojišču brez glukoze. Določili smo 
število celic v vsakem vzorcu in jih normalizirali na število nasajenih celic (n=4). ***P≤0,001 napram 
kontroli. (B, C) Celice MDA-MB-231 smo za dva dni (B) ali en do tri dni (C) izpostavili označenim 
koncentracijam metformina in 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo. Določili smo število vseh celic v 
vsakem vzorcu in jih normalizirali na število nasajenih celic (n=3-4). *P≤0,05, ***P≤0,001 napram kontroli 
in 2-DG + metformin napram metforminu ali 2-DG. (D, E, F) Celice MCF-7 smo za tri dni izpostavili 5 mM 
metforminu in 600 µM 2-DG in analizirali njun učinek na število vseh celic (D), delež odluščenih celic (E) in 
celic pozitivnih na tripansko modrilo (n=3) (F). *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤0,001 napram kontroli ali pritrjene 
napram odluščenim celicam. (G, H, I) Celice PC-3 smo za dva dni izpostavili 5 mM metforminu in 600 µM 
2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo. S števcem celic Countess smo določili delež odluščenih celic (G), število 
vseh celic (H) in delež celic pozitivnih na tripansko modrilo (I) (n=2) *P≤0,05 napram kontroli.  
 
 
4.14 ODLUŠČENE CELICE, KI SMO JIH PRIDOBILI PO IZPOSTAVITVI 
KOMBINACIJI METFORMINA IN 2-DG, PROLIFERIRAJO PO PONOVNEM 
NASAJANJU V GOJIŠČU BREZ FARMAKOLOŠKIH UČINKOVIN 
 
Rezultati, ki smo jih dobili po analizi celic MDA-MB-231 s propidijevim jodidom in 
tripanskim modrilom nakazujejo, da so odluščene celice, pridobljene po izpostavitvi 
kombinaciji metformina in 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo, večinoma žive (Slika 16 in 
17). Da bi potrdili ta opažanja in ocenili, ali so odluščene celice sposobne proliferacije, 
smo jih ponovno nasadili v standardno gojišče (s 25 mM glukozo, 10 % FBS) brez 
farmakoloških učinkovin. Odluščene celice MDA-MB-231 smo pridobili po dvodnevni 
izpostavitvi (i) kombinaciji metformina in 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo in (ii) samo 
metforminu v gojišču brez glukoze. Kot netretirane kontrole smo uporabili celice MDA-
MB-231, ki so bile pritrjene in so dva dni rastle v (iii) gojišču brez glukoze ali (iv) v 
gojišču s 5,6 mM glukozo. V vseh štirih primerih smo celice sprali ter jih ponovno nasadili 
v standardno gojišče (s 25 mM glukozo, 10 % FBS). En, štiri in šest dni po nasajanju smo 
določili relativno število celic po barvanju s Hoechstom (Slika 19A, B). 
 
Netretirane celice MDA-MB-231 (kontrolna vzorca), ki so bile pred ponovnim nasajanjem 
pritrjene in rastle v gojišču s 5,6 mM glukozo ali v gojišču brez glukoze, so imele podobno 
hitrost proliferacije. Odluščene celice, ki smo jih pridobili po dvodnevni izpostavitvi 
metforminu v gojišču brez glukoze po ponovnem nasajanju niso proliferirale. Nasprotno pa 
so odluščene celice, ki smo jih pridobili po dvodnevni izpostavitvi kombinaciji metformina 
in 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo, po ponovnem nasajanju proliferirale. Tretmaji, ki so 
povzročili, da so se celice odluščile od podlage, so hkrati tudi zavrli proliferacijo celic 
(Slika 17, 18). Za zaviranje celične proliferacije se pogosto uporablja odtegnitev seruma 
celicam. Zato smo za dodatno kontrolo proučili, kakšna je hitrost proliferacije celic, ki so 
imele pred ponovnim nasajanjem v standardno gojišče (s 25 mM glukozo, 10 % FBS) 
celično proliferacijo popolnoma zavrto zaradi odtegnitve seruma. Celice MDA-MB-231 
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smo 24 ur gojili v prisotnosti 25 mM glukoze in odsotnosti seruma. Ker so bile celice 
MDA-MB-231, ki smo jim za 24 ur odtegnili serum pritrjene, smo jih tripsinizirali, jih 
sprali s PBS ter jih ponovno nasadili v standardno gojišče (s 25 mM glukozo, 10 % FBS). 
Celice, ki smo jim za 24 ur odtegnili serum so po ponovnem nasajanju proliferirale. Hitrost 
njihove proliferacije v standardnem gojišču (s 25 mM glukozo, 10 % FBS) je bila enaka 
hitrosti proliferacije odluščenih celic, ki smo jih pridobili po izpostavitvi kombinaciji 2-DG 
in metformina ter jih po spiranju prav tako nasadili v standardno gojišče (s 25 mM 
glukozo, 10 % FBS). Toda po ponovnem nasajanju v standardno gojišče ( s 25 mM 
glukozo, 10 % FBS) je bila hitrost celic, ki smo jim za 24 ur odtegnili serum počasnejša od 
celic, ki smo jih pred ponovnim nasajanjem v standardno gojišče (25 mM glukoza, 10 % 
FBS) gojili v prisotnosti 5,6 mM glukoze brez farmakoloških učinkovin (kontrolni vzorec) 
(Slika 19A, B). 
 
Da bi proučili ali kombinacija 2-DG in metformina povzroči anoikis, smo celice MDA-
MB-231 in MCF-7 za tri dni izpostavili 5 mM metforminu in/ali 600 µM 2-DG na ploščah, 
ki so imele vdolbinice prekrite s poly-HEMA. Ta preprečuje, da bi se celice pritrdile na 
podlago. Delež mrtvih celic smo določili po barvanju s propidijevim jodidom in pretočno 
citometrijo. V skladu s preteklimi raziskavami, so bile celice MDA-MB-231 odporne na 
anoikis. Metformin in/ali 2-DG nista povečala deleža celic MDA-MB-231 pozitivnih na 
propidijev jodid (Slika 19C). Nasprotno je bilo okoli 34 % netretiranih celic MCF-7, ki so 
rastle v razmerah, ki so preprečevale njihovo pritrjanje na podlago, mrtvih. Metformin je 
povečal delež mrtvih celic MCF-7 na 72 %, 2-DG pa na 46 %. Kombinacija obeh 
učinkovin pa je povečala delež mrtvih celic na približno 61 % (Slika 19D). 
 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 70 




Slika 19: Odluščene celice, ki smo jih pridobili po izpostavitvi kombinaciji metformina in 2-DG, 
proliferirajo po ponovnem nasajanju v gojišču brez farmakoloških učinkovin. 
Figure 19: Floating MDA-MB-231 cells obtained after combined treatment with metformin and 2-DG 
proliferate upon re-seeding in the pharmacological compound-free medium. 
 
(A, B) Celice MDA-MB-231 smo za dva dni izpostavili 5 mM metforminu v gojišču brez glukoze. Poleg 
tega smo celice MDA-MB-231 za dva dni izpostavili 5 mM metforminu in/ali 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 
mM glukozo. Zbrali smo samo odluščene celice, jih sprali in resuspendirali v standardnem gojišču s 25 mM 
glukozo, ki ni vsebovalo nobenih farmakoloških učinkovin. Tudi pritrjene celice, ki smo jih dva dni gojili v 
prisotnosti 5,6 mM glukoze ali v odsotnosti glukoze ter pritrjene celic, ki smo jim za en dan odtegnili serum 
smo zbrali, jih sprali ter resuspendirali v standardnem gojišču s 25 mM glukozo, ki ni vsebovalo nobenih 
farmakoloških učinkovin. Nato smo nasadili po 20.000 celic iz vsake skupine na sveže plošče s 24 
vdolbinicami. Po barvanju s Hoechstom smo en, štiri in šest dni po ponovnem nasajanju določili relativno 
število celic (n=3). ***P≤0,001 2-DG + metformin (z glukozo) napram kontroli z glukozo in metformin (brez 
glukoze) napram 2-DG+metformin (z glukozo). (C, D) Celice MDA-MB-231 (C) in MCF-7 (D) smo za tri 
dni izpostavili 5 mM metforminu in 600 µM 2-DG v gojišču s 5,6 mM glukozo na celičnih ploščah 
premazanih s poly-HEMA, ki preprečuje, da bi se celice pritrdile na podlago. S pretočno citometrijo smo 
določili delež celic pozitivnih na propidijv jodid (n=3) *P≤0,05 napram kontroli, n.z. – statistično neznačilno.  
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4.15 ZA LUŠČENJE ŽIVIH CELIC MDA-MB-231 OD PODLAGE JE POTREBNA 
AKTIVACIJA AMPK 
 
Metformin in 2-DG sinergistično aktivirata AMPK (Ben Sahra in sod., 2010; Cheong in 
sod., 2011). Aktivacija AMPK pomaga, da celice, ki se nimajo možnosti pritrditi na 
podlago preživijo (Jeon in sod., 2012). Zato smo proučili, kakšna je povezava med 
aktivacijo AMPK in luščenjem živih celic MDA-MB-231 od podlage. Da bi preprečili 
aktivacijo AMPK, smo uporabili njegov inhibitor 5 µM spojino C. Spojina C je statistično 
značilno zmanjšala delež odluščenih celic po izpostavitvi metforminu in 2-DG (Slika 20A). 
Poleg tega je sama spojina C zavrla proliferacijo celic MDA-MB-231, kar je skladno s tem, 
da spojina C vpliva na številne kinaze in ne le na AMPK (Bain in sod., 2007). Kombinacija 
metformina, 2-DG in Spojine C je zavrla proliferacijo celic v primerjavi z netretiranimi 
celicami (Slika 20B). Poleg tega je spojina C zmanjšala število celic, ki so bile hkrati 
izpostavljene metforminu in/ali 2-DG, v primerjavi s celicami, ki so bile izpostavljene 
samo slednjima dvema učinkovinama.  
 
S prenosom western smo določili učinek 5 mM metformina, 600 µM 2-DG in 5 µM 
spojine C na fosforilacijo AMPK in njegove tarče ACC (Slika 20C, D). Samo metformin in 
samo 2-DG nista povzročila fosforilacije AMPK, medtem ko je fosforilacija ACC težila k 
zvišani vrednosti po izpostavitvi celic metforminu. Kombinacija metformina in 2-DG ni 
vplivala na fosforilacijo AMPK, medtem ko je povzročila fosforilacijo ACC. Spojina C je 
znižala fosforilacijo ACC v celicah MDA-MB-231, ki so bile hkrati izpostavljene tudi 
metforminu in 2-DG. Nobena od učinkovin in njihovih kombinacij ni vplivala na raven 
celokupnega AMPK (Slika 20E). 
 
Nato smo preverili, ali je spojina C preprečila luščenje celic MDA-MB-231, ki so bile 
izpostavljene metforminu in 2-DG, zaradi DMSO v katerem smo spojino C pripravili. 
Celice MDA-MB-231 smo izpostavili kombinaciji 5 mM metformina, 600 µM 2-DG in 0,1 
% ter 1 % DMSO (Slika 21). Koncentracija 0,1 % DMSO je bila enaka kot končna 
koncentracija DMSO v nekaterih poskusih. Niti 0,1 % niti 1 % DMSO nista preprečila 
luščenja celic MDA-MB-231, ki so bile izpostavljene kombinaciji metformina in 2-DG, od 
podlage (Slika 21A). Poleg tega 0,1 % in 1 % DMSO sam in v kombinaciji z metforminom 
in 2-DG ni vplival na število vseh celic (Slika 21B).   
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Slika 20: Za luščenje živih celic MDA-MB-231 od podlage je potrebna aktivacija AMPK. 
Figure 20: AMPK activation is needed for detachment of viable MDA-MB-231 cells. 
 
(A, B) Celice MDA-MB-231 smo za dve uri izpostavili Spojini C v gojišču s 5,6 mM glukozo. Nato smo 
dodali metformin (končna koncentracija 5 mM) in 2-DG (končna koncentracija 600 µM). Po dveh dneh smo 
Bizjak, M. Vpliv metformina na rakave celice v kulturi v odvisnosti od razpoložljivih hranil. 73 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
določili delež odluščenih celic (A) in število vseh celic, ki smo jih normalizirali na število nasajenih celic (B) 
(n=3). *P≤0,05; **P≤0,01; ***P≤0,001 napram kontroli ali napram označenemu vzorcu. (C-E) Celice MDA-
MB-231 smo za dve uri izpostavili Spojini C v gojišču s 5,6 mM glukozo. Nato smo dodali metformin 
(končna koncentracija 5 mM) in 2-DG (končna koncentracija 600 µM). Po 24 urah smo določili fosforilacijo 
AMPK (C) in ACC (D) in celokupni nivo AMPK (E) (n=3) *P≤0,05; ***P≤0,001 napram kontroli ali 




Slika 21: DMSO ne prepreči luščenja živih celic MDA-MB-231 od podlage po izpostavitvi metforminu 
in 2-DG. 
Figure 21: DMSO alone does not prevent detachment of MDA-MB-231 cells treated with combination 
of metformin and 2-DG. 
 
(A, B) Celice MDA-MB-231 smo gojili v prisotnosti 5,6 mM glukoze in jih izpostavili 5 mM metforminu, 
600 µM 2-DG, 0,1 % DMSO (ki je koncentracija DMSO v poskusih) in 1 % DMSO. Po dveh dneh smo 
določili delež odluščenih celic (A) in število vseh celic, ki smo jih normalizirali na število nasajenih celic (B) 
(n=2). *P≤0,05; **P≤0,01 napram kontroli, n.z. – statistično neznačilno. 
 
 
Da bi določili bazalno fosforilacijo AMPK v netretiranih odluščenih celicah, smo celice 
MDA-MB-231 gojili na ploščah prekritih s poly-HEMA, ki prepreči, da bi se celice prijele 
na podlago (Slika 22). Odluščene celice so imele višjo fosforilacijo AMPK in ACC kot 
pritrjene celice (Slika 22A, B), medtem ko je bil nivo celokupne AMPK nespremenjen 
(Slika 22C). 
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Slika 22: Celice MDA-MB-231 imajo v razmerah, ki preprečujejo njihovo pritrjanje na podlago 
močno aktiviran AMPK. 
Figure 22: MDA-MB-231 cells grown in an anchorage-independent conditions have markedly higher 
phosphorylation of AMPK. 
 
(A, B, C) Celice MDA-MB-231 smo tri dni gojili na navadnih ploščah za gojenje celic ali na ploščah z 
vdolbinicami prevlečenimi s poly-HEMA, ki prepreči, da bi se celice pritrdile na podlago. S prenosom 
western smo določili fosforilacijo AMPK (A) in ACC (B) ter nivo celokupnega AMPK (n=3). *P≤0,05 
odluščene napram pritrjenim celicam. 
 
 
4.16 AKTIVACIJA AMPK NI GLAVNI SPROŽILEC LUŠČENJA ŽIVIH CELIC 
MDA-MB-231 OD PODLAGE 
 
Da bi proučili, ali je aktivacija AMPK glavni sprožilec luščenja celic ali pa je samo 
spremljajoč proces, ki omogoča njihovo preživetje, smo opazovali učinek neposrednih 
aktivatorjev AMPK na luščenje celic. Celice MDA-MB-231 smo za tri dni izpostavili 500 
µM AICAR, 100 µM A-769662, 5 mM metforminu in/ali 600 µM 2-DG (Slika 23A). 
Kombinacija AICAR in metformina je rahlo zvišala delež odluščenih celic, medtem ko 
izpostavitev celic posamezni izmed dveh učinkovin ali drugi kombinaciji učinkovin ni 
imela učinka na delež odluščenih celic. AICAR in A-769662 sama ali v kombinaciji z 2-
DG ali metforminom sta zavrla proliferacijo celic MDA-MB-231 (Slika 23B). 
 
Da bi proučili učinek AICAR in A-769662 na aktivacijo AMPK, smo celice za 24 ur 
izpostavili posamezni učinkovini ali v kombinaciji z metforminom ali 2-DG (Slika 23C, 
D). AICAR in A-769662 sta povečala fosforilacijo AMPK samo v kombinaciji z 
metforminom ali 2-DG (Slika 23C). AICAR in A-769662 sama sta povečala fosforilacijo 
ACC kar nakazuje, da sta po vsej verjetnosti alosterično aktivirala AMPK (Slika 23D). 
Naši rezultati so pokazali, da je aktivacija AMPK nujni, ne pa tudi zadostni pogoj za 
luščenje živih celic od podlage. 
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Slika 23: Aktivacija AMPK ni glavni sprožilec luščenja živih celic MDA-MB-231 od podlage.  
Figure 23: AMPK activation is not the major trigger for detachment of viable MDA-MB-231 cells. 
 
(A, B) Celice MDA-MB-231 smo tri dni gojili v prisotnosti 5 mM metformina, 600 µM 2-DG, 500 µM 
AICAR in 100 µM A-769662 v gojišču s 5,6 mM glukozo. Delež odluščenih celic (A) in število vseh celic 
(B) smo določili s števcem celic Countess (n=3). *P≤0,05; **P≤0,01; ***P≤0,001 napram kontroli. (C, D) 
Celice MDA-MB-231 smo 24 ur izpostavili 5 mM metforminu, 600 µM 2-DG, 500 µM AICAR in 100 µM 
A-769662 v gojišču s 5,6 mM glukozo brez seruma. S prenosom western smo določili fosforilacijo ACC in 
AMPK (n=2). *P≤0,05; **P≤0,01; ***P≤0,001 napram kontroli. 
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5.1 UČINEK METFORMINA NA CELICE MDA-MB-231 V ODVISNOSTI OD 
HRANIL IN OD MODELA CELIČNE KULTURE (KLASIČNA ENOSLOJNA 
KULTURA IN TUMORSKI SFEROIDI) 
 
Presnova rakavih celic je odvisna od razpoložljivosti hranil v njihovem mikrookolju 
(Vander Heiden, 2011). Poleg tega so presnovne poti rakavih celic odvisne tudi od modela 
celične kulture in se razlikujejo med klasično enoslojno kulturo in 3D tumorskimi sferoidi 
(Rodríguez-Enríquez in sod., 2008; Liao in sod., 2014; Jiang in sod., 2016; Pacheco-Marín 
in sod., 2016). V primerjavi z enoslojno kulturo so rakave celice, ki sestavljajo tumorski 
sferoid izpostavljene različnim koncentracijam hranil in kisika. Razmere v katerih se 
nahajajo rakave celice so odvisne od njihove mikrolokacije znotraj tumorskega sferoida, 
saj je v sredici tumorskega sferoida prisotna najnižja koncentracija hranil in kisika 
(Sutherland, 1988). Presnovne značilnosti rakavih celic vplivajo na delovanje 
farmakoloških učinkovin, ki vplivajo na presnovo rakavih celic kot je metformin. Tekom 
doktorske dizertacije smo določili učinek metformina na celice MDA-MB-231 v odvisnosti 
od pomanjkanja glukoze, glutamina in piruvata. Pri tem smo uporabili tri pogosto 
uporabljena celična gojišča, ki se razlikujejo v koncentraciji aminokislin: gojišča RPMI-
1640, DMEM in MEM (Preglednica 4). Poleg tega smo učinke metformina na celice 
MDA-MB-231 primerjali med enoslojno kulturo in tumorskimi sferoidi. Ugotovili smo, da 
je učinek metformina na celice MDA-MB-231 odvisen tako od modela celične kulture 
(enoslojna kultura, tumorski sferoidi) kot od koncentracije hranil v celičnem gojišču. Pri 
pomanjkanju piruvata je metformin zavrl celično prolifreacijo le v gojišču MEM, ki ne 
vsebuje neesencialnih aminokislin (Preglednica 4). V gojišču MEM pa je imel metformin 
tudi največji učinek na tumorske sferoide. 
 
Metformin ni imel učinka na celice MDA-MB-231, ki smo jih gojili v kompletnih gojiščih 
v enoslojni kulturi. Nasprotno, je enaka koncentracija metformina povzročila razpadanje 
tumorskih sferoidov, ki smo jih gojili v kompletnem gojišču RPMI-1640 in MEM. Skladno 
z našimi rezultati so tudi druge raziskave pokazale, da ima metformin učinek na rakave 
celice gojene v različnih 3D celičnih modelih (Jung in sod., 2011; Kumar in sod., 2014; 
Nangia-Makker in sod., 2014; Cifarelli in sod., 2015; Hu in sod., 2015). Metformin je imel 
največji učinek na tumorske sferoide v gojišču MEM, ki ne vsebuje alanina, glicina, 
glutamata, prolina, serina, asparagina in aspartata (Preglednica 4). Vpliv metformina na 
interakcije med celicami je torej največji, če celično gojišče ne vsebuje neesencialnih 
aminokislin. Nižje celično preživetje netretiranih tumorskih sferoidov v gojišču MEM je 
lahko posledica slabe prehodnosti hranil v sredico tumorja. Metformin pa je morda 
zmanjšal celično preživetje tumorskih sferoidov tudi zato, ker se celice MDA-MB-231 niso 
bile sposobne prilagoditi na presnovni stres. Metformin zaradi zaviranja oksidativne 
fosforilacije pospeši glikolizo v rakavih celicah (Zhuang in sod., 2014). Toda tudi rakave 
celice, ki se nimajo možnosti pritrditi na podlago, morajo povečati glikolizo, da preprečijo 
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anoikis – mehanizem celične smrti, ki nastopi kot posledica pomanjkanja medceličnih 
stikov ali povezav celica-zunajcelični matriks (Schafer in sod., 2009). Celična smrt v 
tumorskih sferoidih v gojišču MEM je zato lahko posledica nezmožnosti celic MDA-MB-
231, da bi dovolj povišale glikolizo, da bi se prilagodile na pomanjkanje energije, ki jo je 
povzročila kombinacija zavrte oksidativne fosforilacije in razmer, v katerih se nimajo 
možnosti pritrditi na podlago. Uporaba tumorskih sferoidov v celičnem gojišču z 
zmanjšano količino hranil bolje posnema razmere, v katerih se nahajajo rakave celice in 
vivo, kar bi bilo lahko uporabno pri proučevanju učinkovin, ki delujejo na presnovo 
rakavih celic kot je metformin. 
 
Pomanjkanje glutamina v gojišču poveča učinek metformina na celice raka jetr (Fendt in 
sod., 2013). Poleg tega kombinacija metformina in inhibitorjev glutaminaze sinergistično 
zmanjša število celic raka prostate (Fendt in sod., 2013). Toda tekom naše raziskave smo 
pokazali, da pomanjkanje glutamina ni povečalo učinkov metformina na celice MDA-MB-
231, kar nakazuje, da je učinek pomanjkanja hranil na delovanje metformina odvisen od 
intrinzičnih lastnosti celic. Glutamin je pomemben vir dušika za biosintezo proteinov in 
nukleotidov. Metformin povzroči reduktivno presnovo metabolitov, ki izhajajo iz 
glutamina (Mullen in sod., 2012; Fendt in sod., 2013; Griss in sod., 2015). Glede na to, da 
metformin ni znižal živosti celic v gojišču brez glutamina lahko sklepamo, da celice MDA-
MB-231 pridobijo dovolj dušikovih atomov in proizvedejo dovolj α-ketoglutarata iz drugih 
virov hranil (Owen in sod., 2002). Poleg tega pri celicah pljučnega raka metformin zniža 
anaplerotski pritok metabolitov izhajajočih iz glutamina v Krebsov cikel (Griss in sod., 
2015). Zato glukoza in druga hranila v gojišču po vsej verjetnosti zadostujejo za 
proliferacijo celic MDA-MB-231 pod vplivom metformina (Javeshghani in sod., 2012). Po 
vsej verjetnosti celice MDA-MB-231, ki jih gojimo v prisotnosti metformina, proizvedejo 
večino energije preko glikolize. Pomankanje glutamina torej ne vpliva na delovanje 
metformina na celice MDA-MB-231 v enoslojni kulturi ali v tumorskih sferoidih. 
 
Pri pomanjkanju glukoze je metformin zavrl proliferacijo in živost celic MDA-MB-231 ter 
znižal njihovo preživetje tako v enoslojni kulturi kot v tumorskih sferoidih (Slika 6, 7, 10, 
12, 16). Metformin zavira anaplerotične reakcije in oksidativno fosforilacijo v 
mitohondrijih in hkrati poveča porabo glukoze pri rakavih celicah (Javeshghani in sod., 
2012; Griss in sod., 2015; Amaral in sod., 2018). Pri pomanjkanju glukoze se rakave celice 
izpostavljene metforminu niso sposobne prilagoditi na energijski stres, kar zaustavi 
proliferacijo celic in povzroči njihovo smrt (Birsoy in sod., 2014; Zhuang in sod., 2014). 
Tako energijski stres kot pomanjkanje glukoze aktivirata AMPK, ki uravnava energijsko 
homestazo v celicah in omogoča njihovo preživetje v stresni razmerah (Hardie in sod., 
2012; Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012; Zhang in sod., 2017). Rakave celice z 
okvarjenim mehanizmom aktivacije AMPK so bolj občutljive na delovanje fenformina, ki 
je bigvanid soroden metforminu (Shackelford in sod., 2013). Poleg tega metformin deluje 
na presnovo rakavih celic tudi neodvisno od aktivacije AMPK (Kalender in sod., 2010; 
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Griss in sod., 2015). V odsotnosti glukoze, okvare v mehanizmu aktivacije AMPK 
povečajo učinke metformina na celice raka pljuč in debelega črevesa (Algire in sod., 
2011). Poleg tega smo pokazali, da neposredni aktivator AMPK AICAR zmanjša živost 
celic MDA-MB-231 neodvisno od koncentracije glukoze v gojišču, kar je v nasprotju z 
delovanjem metformina. Celice MDA-MB-231 se pri pomanjkanju glukoze v gojišču niso 
sposobne prilagoditi učinkom metformina na oksidativno fosforilacijo s povečanjem 
glikolize (Zhuang in sod., 2014). Aktivacija AMPK, ki jo je povzročil metformin v 
odsotnosti glukoze, poskuša po vsej verjetnosti uravnati energijsko homeostazo celic 
MDA-MB-231 in preprečiti celično smrt (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012). Glede na 
to, da je v odsotnosti glukoze metformin zmanjšal preživetje celic MDA-MB-231 tako v 
enoslojni kulturi kot v tumorskih sferoidih, bi po vsej verjetnosti zmanjšal tudi preživetje 
rakavih celic v sredici tumorja, kjer primanjkuje glukoze. 
 
Kombinacija pomanjkanja glukoze in piruvata je v prisotnosti metformina sinergistično 
zmanjšala preživetje celic MDA-MB-231 (Slika 10B). Kombinacija pomanjkanja obeh 
hranil je tudi povečala aktivacijo AMPK (Slika 9). Metformin je povečal fosforilacijo 
ACC, ki je tarča AMPK, tudi v odsotnosti piruvata (Slika 9A, C). Nedavne raziskave so 
pokazale, da metformin zavira proliferacijo rakavih celic neodvisno od aktivacije AMPK 
(Griss in sod., 2015; Gui in sod., 2016), kar nakazuje, da poskuša aktivacija AMPK po vsej 
verjetnosti preprečiti celično smrt (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012). Celice lahko tako 
piruvat kot glukozo presnovijo v acetil-CoA, ki ga pri procesu proizvodnje ATP oksidirajo 
v Krebsovem ciklu. Metformin upočasni anaplerotične reakcije v mitohondriju (Janzer in 
sod., 2014; Griss in sod., 2015) in zavira oksidativno fosforilacijo (El-Mir in sod., 2000; 
Owen in sod., 2002), kar nakazuje, da piruvat vpliva na učinek metformina na celice 
MDA-MB-231 tudi preko mehanizma, ki je neodvisen od proizvodnje ATP. Metformin 
zniža razmerje NAD
+
/NADH v celici (Gui in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Ena izmed 
glavnih vlog eksogenega piruvata v celicah z okvarjenim delovanjem oksidativne 
fosforilacije je proizvodnja NAD
+
 preko pretvorbe v laktat (Sullivan in sod., 2015; Gui in 
sod., 2016). NAD
+
 je nujno potreben tudi za potek glikolize, kar lahko pojasni sinergistični 
vpliv pomanjkanja obeh spojin na učinek metformina na celice MDA-MB-231. 
 
Pomanjkanje piruvata zavira proliferacijo celic, ki imajo okvarjen mehanizem oksidativne 
fosforilacije (King in Attardi, 1989; Birsoy in sod., 2015; Sullivan in sod., 2015). Poleg 
tega pomanjkanje piruvata poveča občutljivost rakavih celic na metformin (Gui in sod., 
2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Toda naša raziskava je pokazala, da pri 
pomanjkanju piruvata metformin zavira proliferacijo celic MDA-MB-231 le v gojišču 
MEM, ne pa tudi v gojišču DMEM ali RPMI-1640. Eksogeni prejemniki elektronov, kot je 
piruvat, omogočajo sintezo aspartata v celicah z okvarjenim mehanizmom oksidativne 
fosforilacije (Birsoy in sod., 2015; Sullivan in sod., 2015; Gui in sod., 2016). Dodatek 
aspartata prepreči metforminu, da bi zavrl proliferacijo nekaterih rakavih celic v odsotnosti 
piruvata (Gui in sod., 2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Učinki metformina 
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na rakave celice v odsotnosti piruvata so torej odvisni tako od intrinzičnih lastnosti rakavih 
celic kot tudi od razpoložljivosti hranil. V odsotnosti piruvata metformin ni zavrl 
proliferacije celic MDA-MB-231 v gojišču DMEM, ki ne vsebuje aspartata (Preglednica 4, 
Slika 7A). Celice raka dojke lahko proizvedejo piruvat iz glukoze ali iz serina in glicina 
(Mehrmohamadi in sod., 2014). Poleg tega pomanjkanje serina upočasni glikolizo (Ye in 
sod., 2012) in s tem prepreči prilagoditev rakavih celic na zavrto oksidativno fosforilacijo 
(Gravel in sod., 2014). DMEM vsebuje serin in glicin, ki lahko pri pomanjkanju piruvata 
preprečita učinek metformina na rakave celice. Nasprotno pa pri pomanjkanju piruvata 
metformin upočasni proliferacijo celic MDA-MB-231 v gojišču MEM, ki ne vsebuje 
neesencialnih aminokislin, med drugim aspartata, serina in glicina (Preglednica 4). Naši 
rezultati kažejo, da celice tretirane z metforminom za optimalno proliferacijo potrebujejo 
piruvat, ki je ga lahko privzamejo neposredno iz celičnega gojišča ali proizvedejo iz 
glukoze, serina in glicina. Formulacija celičnega gojišča je torej pomembna pri 




5.2 MENJAVA CELIČNEGA GOJIŠČA PREPREČI UČINKE METFORMINA NA 
CELICE MDA-MB-231 
 
Učinek metformina na celice raka dojke je odvisen od koncentracije glukoze in drugih 
hranil v celičnem gojišču (Zhuang in sod., 2014; Zordoky in sod., 2014; Silvestri in sod., 
2015; Gui in sod., 2016). Višek glukoze in drugih hranil v standardnih gojiščih omogoča 
rutinsko gojenje celične kulture, kjer poteka menjava gojišča na 3-4 dni (Masters in Stacey, 
2007). Standardna koncentracija glukoze v celičnih gojiščih, 25 mM, je značilna za akutno 
poslabšanje nezdravljene sladkorne bolezni (Monnier in sod., 2006). Da bi posnemale 
serumsko koncentracijo glukoze v normoglikemiji, mnoge raziskave pri preučevanju 
neposrednih učinkov metformina na rakave celice uporabljajo gojišče, ki vsebuje 5-5,6 
mM glukozo (Cryer, 2009). Tekom naše raziskave smo pokazali, da celice, ki rastejo v 
prisotnosti metformina v gojišču z začetno 5,6 mM glukozo, po 72 urah glukozo 
popolnoma porabijo. V nasprotju je koncentracija glukoze v telesu zdravega človeka 
natančno kontrolirana. Če smo koncentracijo glukoze 5,6 mM vzdrževali z dnevno 
menjavo celičnega gojišča, metformin ni imel učinka na proliferacijo celic MDA-MB-231. 
Če pa gojišča s 5,6 mM glukozo nismo menjavali, je metformin upočasnil proliferacijo 
celic MDA-MB-231. Naši rezultati so pokazali, da je učinek metformina na celice odvisen 
od koncentracije glukoze v gojišču. Poleg tega so pokazali, da moramo pri proučevanju 
učinkov metformina na proliferacijo celic MDA-MB-231 v celičnem gojišču z nizko 
koncentracijo glukoze upoštevati protokol menjave celičnega gojišča (Rajh in sod., 2016). 
 
Celice MDA-MB-231 so proliferirale z enako hitrostjo v prisotnosti 5,6 mM in 25 mM 
glukoze. Odsotnost glukoze je upočasnila proliferacijo celic MDA-MB-231, vendar je ni 
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popolnoma zavrla. V prisotnosti konstantne koncentracije glukoze v gojišču metformin ni 
imel učinka na proliferacijo celic MDA-MB-231, medtem ko je pri njenem popolnem 
pomanjkanju zaustavil celično proliferacijo in povzročil celično smrt. Tudi druge raziskave 
na različnih tipih rakavih celic v kulturi so pokazale, da ima metformin večji učinek pri 
pomanjkanju glukoze v celičnem gojišče (Menendez in sod., 2012; Wahdan-Alaswad in 
sod., 2013; Birsoy in sod., 2014; Zhuang in sod., 2014; Zordoky in sod., 2014). Toda v 
nasprotju s preteklimi raziskavami, ki so pokazale učinek 500 µM metformina na celice 
MDA-MB-231 v prisotnosti 5 mM glukoze v gojišču in v odsotnosti seruma (Zordoky in 
sod., 2014), 5 mM metformin tekom naše raziskave ni zavrl proliferacijo celic MDA-MB-
231 pri 5,6 mM glukozi, ki smo jo vzdrževali z dnevno menjavo gojišča. Odtegnitev 
seruma ni imelo učinkov na delovanje metformina na celice MDA-MB-231 v prisotnosti 
5,6 mM glukoze, če je bilo gojišče zamenjano vsak dan. 
 
Naši rezultati so pokazali, kako pomemben je načrt eksperimentov pri preučevanju 
delovanja metformina na rakave celice. Učinek metformina na celice MDA-MB-231, ki jih 
gojimo v prisotnosti 5,6 mM glukoze v celičnem gojišču je odvisen tudi od števila 
nasajenih celic. V prisotnosti 5,6 mM glukoze in brez menjave gojišča metformin po 72 
urah ni imel učinka na proliferacijo redko nasajenih celic MDA-MB-231, medtem ko je 
metformin v enakih razmerah zavrl proliferacijo gosto nasajenih celic. Večje število celic 
porabi več hranil, zato so gosto nasajene celice po vsej verjetnosti v krajšem času porabile 
glukozo v celičnem gojišču. Poraba glukoze pri celicah MDA-MB-231, ki so bile 
izpostavljene metforminu je bila večja kot pri netretiranih celicah, saj metformin zavira 
oksidativno fosforilacijo celic, kar privede do povišane glikolize (Zhuang in sod., 2014). 
Pri proučevanju učinkov metformina, so mu rakave celice po navadi izpostavljene daljše, 
nekaj dnevno časovno obdobje (Wahdan-Alaswad in sod., 2013; Zhuang in sod., 2014; 
Zordoky in sod., 2014; Liu in sod., 2016; Marinello in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). 
Čeprav sta menjava gojišča in gostota celične kulture pomembna parametra, ki določata 
občutljivost celic MDA-MB-231 na metformin, pa sta ta dva parametra redko znana, kar 
lahko pojasni nasprotujoče si rezultate preteklih raziskav. Nekatere raziskave so pokazale, 
da 0,5-5 mM koncentracije metformina zmanjšajo živost celic MDA-MB-231 (Zordoky in 
sod., 2014; Marinello in sod., 2016), medtem ko druge raziskave celo po več dnevni 
izpostavitvi enakih celic 2-8 mM koncentraciji metformina niso zasledile njegovih učinkov 
na živost (Zhuang in Miskimins, 2008, 2011; Sadighi in sod., 2014). Naši rezultati 
nakazujejo, da bi bile lahko razlike v delovanju metformina posledica majhnih razlik v 
eksperimentalnem protokolu. 
 
Če gojišča nismo menjavali, je koncentracija glukoze pri netretiranih celicah padla s 
prvotnih 5,6 mM po 72 urah na 0,6 mM. Tako nizka koncentracijo glukoze je lahko 
prisotna v plazmi le hipno med hudo obliko hipoglikemije. Celice, ki so bile 72 ur 
izpostavljene metforminu v gojišču, ki je na začetku poskusa vsebovalo 5,6 mM glukoze, 
pa so tekom poskusa gojišče popolnoma porabile. V nasprotju s padajočo koncentracijo 
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hranil v gojišču pri klasičnih in vitro poskusih brez menjave gojišča, je koncentracija 
glukoze v serumu natančno nadzorovana. Pomanjkanje glukoze lahko nastopi v slabo 
prekrvavljeni sredici tumorja (Hirayama in sod., 2009). Glede na to, da je metformin 
zmanjšal živost celic MDA-MB-231 in zavrl njihovo proliferacijo pri pomanjkanju 
glukoze v celičnem gojišču, bi lahko deloval na rakave celice v sredici tumorja. Kljub temu 
pa nizek pretok krvi vodi tudi k nižji koncentraciji metformina v tumorju, kar bi zopet 
zmanjšalo njegov učinek. 
 
 
5.3 SINERGISTIČNO DELOVANJE METFORMINA IN 2-DG 
 
Pomanjkanje glukoze poveča učinek metformina in drugih bigvanidov na rakave celice 
(Menendez in sod., 2012; Wahdan-Alaswad in sod., 2013; Birsoy in sod., 2014; Zhuang in 
sod., 2014; Zordoky in sod., 2014), zato bi lahko zaviranje glikolize rakavih celic povečalo 
antiproliferativne učinke metformina in vivo. Pokazali smo, da metformin v kombinaciji z 
inhibitorjema glikolize oksamatom in 2-DG sinergistično zavira proliferacijo celic MDA-
MB-231 pri 5,6 mM glukozi. Naši rezultati so v skladu z drugimi raziskavami, ki so 
pokazale, da kombinacija metformina in 2-DG (Ben Sahra in sod., 2010; Cheong in sod., 
2011; Levesley in sod., 2013) ter metformina in oksamata (Chaube in sod., 2015) zavira 
proliferacijo različnih vrst rakavih celic. 2-DG je že vstopil v klinične raziskave (Mohanti 
in sod., 1996; Stein in sod., 2010; Raez in sod., 2013). Da bi posnemali razmere in vivo, 
smo uporabili 600 µM koncentracijo 2-DG, ki je dosegljiva v plazmi ljudi (Raez in sod., 
2013). Delovanje kombinacije 2-DG in metformina na celice MDA-MB-231 je bilo 
odvisno od koncentracije glukoze v gojišču, pri čemer je imela kombinacija obeh 
učinkovin večji učinek na živost celic MDA-MB-231 pri nižji koncentraciji (5,6 mM) 
glukoze v gojišču. Podobno je kombinacija metformina in 2-DG sinergistično aktivirala 
AMPK pri 5,6 mM glukozi, ne pa tudi pri 25 mM glukozi. 2-DG je kompetitiven inhibitor 
glikolize in tekmuje z glukozo za vezavno mesto na heksokinazi, vendar se 2-DG-6-fosfat, 
ki nastane v tej reakciji, v nasprotju z glukoza-6-fosfatom ne more presnoviti preko 
glikolizne poti. V prisotnosti višje koncentracije glukoze v gojišču je na voljo več molekul 
glukoze kot 2-DG kar zmanjša njegov učinek na zaviranje glikolize. Naši rezultati 
nakazujejo, da bi lahko v normoglikemičnih razmerah kombinacija 2-DG in metformina 
zavrla proliferacijo celic raka dojke in vivo. 
 
 
5.4 VLOGA AMPK PRI DELOVANJU METFORMINA IN NJEGOVE 
KOMBINACIJE Z 2-DG NA CELICE MDA-MB-231 
 
AMPK aktivatorji bi bili lahko uporabni pri zdravljenju raka, saj zavirajo proliferacijo 
rakavih celic (Swinnen in sod., 2005; Beckers in sod., 2006; Hardie, 2007; Hadad in sod., 
2014). Pokazali smo, da kombinacija 2-DG in metformina povzroči sinergistično aktivacijo 
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AMPK. Da bi določili, kakšno vlogo ima aktivacija AMPK, ki jo povzroči uporaba obeh 
učinkovin, smo uporabili spojino C, ki je inhibitor AMPK (Zhou in sod., 2001). 
Izpostavitev celic MDA-MB-231 spojini C v kombinaciji z metforminom in 2-DG je 
zmanjšala njihovo število, kar nakazuje, da metformin in 2-DG po vsej verjetnosti 
zmanjšata število celic neodvisno od aktivacije AMPK. Aktivacija AMPK uravnava 
celično energijsko homeostazo, saj zavira anabolne in pospeši katabolne procese v celici 
(Hardie in sod., 2012). Medtem ko nadfiziološka aktivacija AMPK zavira celično 
proliferacijo (Faubert in sod., 2013), hkrati omogoča prilagoditev celic na energijsko krizo 
(Kato in sod., 2002; Jeon in sod., 2012). Nedavne raziskave so pokazale, da metformin 
zmanjša živost rakavih celic neodvisno od aktivacije AMPK (Griss in sod., 2015; Vincent 
in sod., 2015). Metformin povzroči spremembe v Krebsovem ciklu (Mullen in sod., 2012; 
Fendt in sod., 2013; Janzer in sod., 2014), upočasni anaplerotične reakcije v mitohondriju 
(Janzer in sod., 2014; Griss in sod., 2015) in inhibira oksidativno fosforilacijo (El-Mir in 
sod., 2000; Owen in sod., 2000). Rakave celice morajo zaradi delovanja metformina na 
mitohondrije povečati glikolizo, da proizvedejo dovolj veliko količino ATP. Pomanjkanje 
glukoze prepreči prilagoditev rakavih celic na delovanje metformina, kar vodi do 
energijske krize in celične smrti (Zhuang in sod., 2014). Ker tudi 2-DG zavira glikolizo, 
poskuša aktivacija AMPK, ki jo povzroči kombinacija metformina in 2-DG, po vsej 
verjetnosti omogočiti preživetje rakavih celic. Posledično sama aktivacija AMPK verjetno 
ne predstavlja mehanizma antiproliferativnega delovanja 2-DG in metformina. Da bi to 
preverili, bi morali narediti poskuse na celicah z utišano AMPK. 
 
 
5.5 KOMBINACIJA METFORMINA IN 2-DG POVZROČI LUŠČENJE ŽIVIH 
CELIC MDA-MB-231 OD PODLAGE 
 
Luščenje rakavih celic od zunajceličnega matriksa je eden od korakov pri njihovem 
metastaziranju (Fidler, 2003). Kljub temu, da se morajo rakave celice pri metastaziranju 
odlepiti od zunajceličnega matriksa, pa le redke raziskave proučijo živost odluščenih celic 
(Mansilla in sod., 2006; Palorini in sod., 2016). Tekom doktorske disertacije smo pokazali, 
da kombinacija 600 µM 2-DG in 5 mM metformina povzroči luščenje celic MDA-MB-231 
in MCF-7 od podlage (Bizjak in sod., 2017). Pri tem so bile celice MDA-MB-231, ki so 
sicer odporne na anoikis, v več kot 95 % žive, medtem, ko je bilo živih 71 % odluščenih 
celic MCF-7. Večina raziskav ne analizira živosti odluščenih celic, saj se jih pogosto 
smatra za mrtve celice. Toda naši rezultati nakazujejo, da odluščene celice niso nujno 
mrtve in bi bile lahko pomembne pri razumevanju procesa metastaziranja rakavih celic. 
Vpliv različnih farmakoloških učinkovin na rakave celice se pogosto analizira s hitrimi 
testi, ki omogočajo hkratno testiranje velike količine vzorcev, pri čemer pa se velikokrat 
zavrže odluščene celice. Takšni so hitri testi za ocenjevanje števila pritrjenih celic kot so 
MTS, Hoechst in kristal vijolično. Z uporabo hitrih testov, ki analizirajo samo pritrjene 
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celice ali le celotno populacijo celic, se lahko spregleda pomemben vpliv farmakoloških 
učinkovin na luščenje živih rakavih celic od podlage. 
 
Kombinacija 2-DG in metformina je povzročila časovno-odvisno luščenje celic MDA-MB-
231 in MCF-7 od podlage. Nasprotno pa kombinacija obeh učinkovin ni imela učinkov na 
luščenje celic raka prostate PC-3 od podlage, kljub temu, da je sinergistično upočasnila 
njihovo proliferacijo. Pretekla raziskava je pokazala, da kombinacija metformina in 2-DG 
nima vpliva na preživetje celic, ki ne izražajo p53 ali izražajo mutirani p53 (Ben Sahra in 
sod., 2010). Celice MDA-MB-231 imajo mutirani p53 (Chavez in sod., 2011), medtem, ko 
celice PC-3 p53 sploh ne izražajo (van Bokhoven in sod., 2003). Na ta dve celični liniji 
kombinacija 2-DG in metformina v smislu živosti ni imela vpliva. V nasprotju pa je 
kombinacija metformina in 2-DG znižala preživetje odluščenih celic MCF-7 na 71 %. 
Glede na to, da so bile pritrjene celice MCF-7 žive, je možno, da celice MCF-7 niso umrle 
med luščenjem od podlage, ampak je bil upad živosti odluščenih celic posledica anoikisa. 
Vpliv kombinacije 2-DG in metformina na luščenje živih celic od podlage je torej odvisen 
od intrinzičnih karakteristik celičnih linij. 
 
Živost odluščenih celic, ki smo jih pridobili po tretiranju s kombinacijo 2-DG in 
metformina, smo potrdili s tem, da smo jih ponovno nasadili v sveže gojišče, ki ni 
vsebovalo farmakoloških učinkovin. Ponovno nasajene odluščene celice MDA-MB-231 so 
se pritrdile na podlago in proliferirale. Celice MDA-MB-231 so bile kljub izpostavitvi 
metforminu in 2-DG odporne na anoikis, medtem ko je bilo po tridnevni izpostavitvi 
metforminu in 2-DG v razmerah, ki so preprečevale njihovo pritrjanje na podlago okoli 60 
% celic MCF-7 mrtvih. Kljub temu pa kombinacija 2-DG in metformina ni znižala živosti 
pritrjenih celic MFC7 in je povzročila njihovo luščenje od podlage. Naši rezultati 
nakazujejo razliko v dveh različnih korakih metastaziranja celic: njihovo luščenje od 
podlage in preživetje v razmerah, ki preprečujejo pritrjanje celic na podlago (Fidler, 2003). 
Rakave celic se po vsej verjetnosti neprestano odlepljajo od podlage in potujejo v 
oddaljene organe (Meng in sod., 2004), le redke pa oddaljeni organ tudi uspešno 
kolonizirajo. Kombinacija metformina in 2-DG pa ni samo povečala deleža odluščenih 
celic, ampak je tudi zavrla celično proliferacijo kar nakazuje, da bi bila lahko procesa 
upočasnjene proliferacije in luščenja celic od podlage povezana. V skladu z našimi 
rezultati so pretekle raziskave pokazale povezavo med upočasnjeno proliferacijo rakavih 
celic in njihovim povečanim metastaziranjem (Brabletz, 2012; Höring in sod., 2012; Jerby 
in sod., 2012; Liang in sod., 2013; Dawson in sod., 2014). 
 
Odluščene celice imajo v primerjavi s pritrjenimi celicami aktiviran AMPK. Ker aktivacija 
AMPK preprečuje anoikis (Jeon in sod., 2012; Ng in sod., 2012), smo poskušali razjasniti, 
kakšno vlogo ima AMPK pri odlepljanju celic od podlage. Kombinacija 2-DG in 
metformina je povečala fosforilacijo ACC, ki je tarča, na katero deluje AMPK, kar je v 
skladu z drugimi raziskavami (Ben Sahra in sod., 2010; Cheong in sod., 2011; Levesley in 
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sod., 2013). Inhibitor AMPK, spojina C, je zmanjšala fosforilacijo ACC, ki jo je povzročila 
kombinacija 2-DG in metformina in preprečila luščenje celic MDA-MB-231 od podlage. 
Toda aktivatorja AMPK AICAR in A-769662 nista povečala deleža odluščenih celic. Naši 
rezultati torej kažejo, da je aktivacija AMPK nujna ampak sama po sebi ne zadostuje za 
luščenje celic MDA-MB-231 od podlage. 
 
Aktivacija AMPK omogoča preživetje celic v energijski krizi (Chhipa in sod., 2010) in v 
razmerah, ki preprečujejo, da bi se celice pritrdile na podlago (Jeon in sod., 2012; Ng in 
sod., 2012). V teh razmerah aktivacija AMPK prepreči smrt celic, saj poveča katabolne 
procese v celici kot je beta oksidcija maščobnih kislin in s tem uravnava redoks in 
energijsko homeostazo v celici (Jeon in sod., 2012). Toda tako 2-DG kot metformin imata 
tudi od AMPK neodvisne učinke na celice, ki bi lahko vplivale na njihovo luščenje (Griss 
in sod., 2015; Vincent in sod., 2015). 2-DG poveča presnovni pretok skozi pentoza 
fosfatno pot (Ralser in sod., 2008; Jeon in sod., 2012; Urakami in sod., 2013), kar zveča 
razmerje NADPH/NADP v celici in zniža nivo reaktivnih kisikovih zvrsti ter na ta način 
preprečuje anoikis neodvisno od AMPK (Jeon in sod., 2012). Poleg tega same razmere, ki 
preprečujejo pritrjanje celic na podlago povzročijo podobne spremembe v Krebsovem 
ciklu kot metformin (Jiang in sod., 2016), saj podobno kot metformin povzročijo 
reduktivno karboksilacijo metabolitov, ki izhajajo iz glutamina (Mullen in sod., 2012; 
Fendt in sod., 2013; Griss in sod., 2015). 
 
Opazili smo, da kombinacija 2-DG in metformina povzroči luščenje živih celic MDA-MB-
231 od podlage. Učinek kombinacije metformina in 2-DG na luščenje celic od podlage bi 
bil lahko pomemben tako za razumevanje metastaziranja rakavih celic kot za razumevanje 
mehanizma delovanja obeh farmakoloških učinkovin. 
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1. Učinek metformina na celice MDA-MB-231 je odvisen od količine hranil v gojišču 
(Birsoy in sod., 2014; Gui in sod., 2016; Liu in sod., 2016; Hodeib in sod., 2018). Da bi 
proučili vpliv koncentracije aminokislin na delovanje metformina na celice MDA-MB-231, 
smo uporabili gojišče DMEM, ki vsebuje največjo količino aminokislin, gojišče RPMI-
1640 in gojišče MEM, ki ne vsebuje neesencialnih aminokislin (Preglednica 4). V 
enoslojni kulturi metformin ni imel učinka na celice MDA-MB-231, ki smo jih gojili v 
gojišču MEM, vendar je v enakem gojišču povzročil razpadanje tumorskih sferoidov. Eden 
od razlogov je, da so rakave celice v tumorskih sferoidih izpostavljene različnim 
koncentracijam kisika in hranil, ki je najnižja v sredici tumorskega sferoida (Sutherland, 
1988). Poleg tega gojišče MEM ne vsebuje neesencialnih aminokislin in se rakave celice 
morda niso bile v zadostni meri sposobne prilagoditi na presnovni stres, ki ga je povzročil 
metformin. Pokazali smo, da se učinki metformina na celice MDA-MB-231 razlikujejo 
med klasično enoslojno kulturo in 3D tumorskimi sferoidi. V klasični enoslojni kulturi je 
metformin zmanjšal število celic v gojišču MEM brez piruvata, ne pa tudi v gojišču RPMI-
1640 brez piruvata ali DMEM brez piruvata. Učinki metformina na število celic MDA-
MB-231 pri pomanjkanju piruvata v celičnem gojišču so torej odvisni od prisotnosti 
neesencialnih aminokislin v gojišču, kar je v skladu z drugimi nedavnimi raziskavami 
(Gravel in sod., 2014; Gui in sod., 2016). Pri pomanjkanju glukoze v gojišču je metformin 
povečal delež mrtvih celic v enoslojni kulturi in v tumorskih sferoidih. Rakave celice, ki 
imajo zavrto oksidativno fosforilacijo se prilagodijo tako, da pospešijo glikolizo, kar se je 
odražalo na povečani količini izločenega laktata in pospešeni porabi glukoze. Pri 
pomanjkanju glukoze v gojišču se celice MDA-MB-231 niso mogle prilagoditi na 
energijski stres, zaradi česar se je celična proliferacija upočasnila in je nastopila celična 
smrt (Zhuang in sod., 2014). Naši rezultati nakazujejo, da bi metformin lahko deloval na 
rakave celice, ki rastejo v pomanjkanju glukoze kot so npr. tiste v slabo prekrvavljeni 
sredici tumorja.  
 
2. Raziskave, ki so proučevale učinke metformina v prisotnosti 5–5,6 mM glukoze, 
imajo nasprotujoče si rezultate (Wahdan-Alaswad in sod., 2013; Sadighi in sod., 2014; 
Zhuang in sod., 2014; Zordoky in sod., 2014). Večina standardnih gojišč vsebuje 25 mM 
glukoze, ki je koncentracija glukoze značilna za sladkorno bolezen (Monnier in sod., 
2006). V nasprotju z visoko koncentracijo glukoze v standardnih gojiščih, je dnevna 
povprečna koncentracija glukoze pri zdravemu človeku 5,6 mM (Cryer, 2009). Da bi 
razložili nasprotujoče si rezultate preteklih raziskav, smo analizirali, kakšen je vpliv 
menjave gojišča na delovanje metformina na celice MDA-MB-231 pri 5,6 mM glukoze. Če 
gojišča nismo menjavali, je prišlo pri izpostavitvi celic MDA-MB-231 metforminu pri 5,6 
mM glukoze po 72 urah do njenega popolnega pomanjkanja. Strm padec v koncentraciji 
glukoze v gojišču bi bil lahko vzrok za povečane učinke metformina na upočasnjeno 
proliferacijo celic MDA-MB-231. Če gojišča nismo menjavali, je metformin zmanjšal 
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število in živost celic, pri čemer je učinek metformina naraščal z gostoto nasajenih celic. 
Razlog je bil po vsej verjetnosti v temu, da je večje število celic porabilo več glukoze, kar 
je povečalo učinke metformina. Če smo vzdrževali koncentracijo glukoze z dnevno 
menjavo gojišča, metformin ni imel učinka na število in živost celic MDA-MB-231 v 
prisotnosti 5,6 mM glukoze. Majhne razlike v eksperimentalnem protokolu kot je menjava 
gojišča in gostota celic so torej pomembna informacija pri interpretaciji učinkov 
metformina na rakave celice. 
 
3. Pomanjkanje glukoze v gojišču je močno povečalo z metforminom spodbujeno 
aktivacijo AMPK. Tudi pomanjkanje piruvata je rahlo povečalo fosforilacijo ACC, ki je 
tarča, na katero deluje AMPK. Spojina C, ki je inhibitor AMPK, je znižala proliferacijo in 
število celic MDA-MB-231 izpostavljenih metforminu. Učinki metformina na znižano 
preživetje in zmanjšano proliferacijo celic MDA-MB-231 so bili največji pri pomanjkanju 
glukoze v gojišču. V nasprotju z metforminom, je neposredni aktivator AMPK AICAR 
zmanjšal število celic MDA-MB-231 neodvisno od koncentracije glukoze v gojišču. Naši 
rezultati nakazujejo, da metformin pri pomanjkanju glukoze zavira proliferacijo celic 
MDA-MB-231 preko mehanizma, ki je vsaj delno neodvisen od aktivacije AMPK. Pri 
pomanjkanju glukoze se rakave celice namreč niso sposobne prilagoditi zavrti oksidativni 
fosforilaciji, ki jo povzroči metformin, s pospešitvijo glikolize (Zhuang in sod., 2014). 
 
4. V kombinaciji z 2-DG je metformin pri 5,6 mM glukozi v gojišču sinergistično 
zmanjšal število celic MDA-MB-231, MCF-7 in PC-3. Pri tem smo uporabili 600 µM 
koncentracijo 2-DG, ki je fiziološko dosegljiva koncentracija 2-DG v serumu (Raez in 
sod., 2013). Učinek kombinacije 2-DG in metformina na celice MDA-MB-231 je bil 
odvisen od koncentracije glukoze v gojišču in je bil večji pri 5,6 mM glukoze kot pri 25 
mM glukoze. Razlika v učinkih kombinacije obeh spojin na celice pri 25 mM in 5,6 mM 
glukoze v gojišču je po vsej verjetnosti posledica tega, da je 2-DG kompetitiven inhibitor 
glikolize. Ker je kombinacija metformina in 2-DG močno zavrla proliferacijo celic pri 5,6 
mM glukoze, bi bila morda lahko učinkovita pri zdravljenju nekaterih vrst rakavih obolenj.  
 
5. Kombinacija metformina in 2-DG je povečala število odluščenih celic MDA-MB-
231 in MCF-7, ne pa tudi celic PC-3. Učinki kombinacije obeh učinkovin na luščenje celic 
od podlage so torej odvisni od intinzičnih lastnosti celičnih linij. Odluščene celice MDA-
MB-231 so bile v povprečju 95 % žive, medtem, ko je bilo živih 71 % odluščenih celic 
MCF-7. Odluščene celice MDA-MB-231, ki smo jih ponovno nasadili na standardne 
plošče v gojišče brez farmakoloških učinkovin so se pritrdile na dno vdolbinic in ponovno 
proliferirale. Metformin in 2-DG sta sinergistično aktivirala AMPK, kar je bilo razvidno iz 
fosforilacije ACC, ki je neposredna tarča, na katero deluje AMPK. Prav tako je bil AMPK 
močno aktiviran tudi v razmerah, ki so preprečevale, da bi se celice MDA-MB-231 
pritrdile na podlago. Poleg tega je spojina C, ki je inhibitor AMPK, preprečila luščenje 
živih celic od podlage. Da bi proučili povezavo med aktivacijo AMPK in luščenjem živih 
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celic od podlage, smo analizirali vpliv neposrednih aktivatorjev AMPK AICAR in A-
769662 na delež odluščenih celic. AICAR in A-769662 sama ali v kombinaciji z 
metforminom ali 2-DG nista povečala števila odluščenih celic. Naši rezultati so pokazali, 
da je aktivacija AMPK nujni, ne pa tudi zadostni pogoj za luščenje živih celic od podlage. 
Ker se morajo rakave celice odlepiti od podlage, da lahko vstopijo v krvni ali limfni sistem 
in potujejo v oddaljene organe (Fidler, 2003), bi bilo luščenje živih celic od podlage (v 
celični kulturi) morda lahko pomembno za proučevanje in razumevanje procesa 
metastaziranja rakavih celic. 
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Uvod: Presnovne spremembe so ena izmed poglavitnih značilnosti rakavih celic. Ena 
izmed učinkovin, ki deluje na celično presnovo in ima morda protirakave učinke je 
metformin. Metformin, ki se uporablja za zdravljenje sladkorne bolezni, lahko vpliva na 
rakave celice sistemsko preko znižanja koncentracije glukoze in inzulina v plazmi. Poleg 
tega deluje tudi neposredno na rakave celice, saj zavira oksidativno fosforilacijo v 
mitohondrijih. Metformin povzroči energijsko krizo v celici in aktivacijo z AMP aktivirane 
protein-kinaze (AMPK), ki ob aktivaciji zavre anabolne ter pospeši katabolne procese v 
celici. Pomanjkanje nekaterih hranil in učinkovine, ki delujejo na presnovo rakavih celic 
kot je 2-deoksi-D-glukoza, pa lahko povečajo učinek metformina na rakave celice. 
 
Namen: Mehanizem delovanja metformina v odvisnosti od koncentracije razpoložljivih 
hranil v gojišču še ni popolnoma pojasnjen. Zato smo proučili učinek metformina v 
odvisnosti od prisotnosti hranil piruvata, glukoze, glutamina in drugih aminokislin, pri 
čemer smo primerjali njegov učinek v klasični enoslojni kulturi in tumorskih sferoidih. 
Gojišča pogosto vsebujejo 25 mM glukoze, ki se močno razlikuje od koncentracije glukoze 
v normoglikemiji, katere dnevno povprečje znaša 5,6 mM. Raziskave, ki so proučevale  
učinek metformina na celice raka dojke MDA-MB-231 pri 5,6 mM glukoze, imajo 
nasprotujoče si rezultate. Te smo poskušali pojasniti z uporabo različnih protokolov 
menjave gojišča. Pomanjkanje glukoze v gojišču smo posnemali z inhibitorjem glikolize, 
2-DG. Poleg tega smo opazovali učinek kombinacije metformina in 2-DG na aktivacijo 
AMPK. 
 
Hipoteze: i) Učinek metformina na rakave celice v kulturi je odvisen od koncentracije 
razpoložljivih hranil v celičnem gojišču. ii) Učinek z metforminom-spodbujene aktivacije 
AMPK na proliferacijo in preživetje rakavih celic v kulturi je odvisen od koncentracije 
hranil v celičnem gojišču. iii) Sinergistični učinek metformina in 2-deoksi-D-glukoze na 
rakave celice je odvisen od koncentracije razpoložljive glukoze v celičnem gojišču. 
 
Metode: Osredotočili smo se na celice raka dojke MDA-MB-231, nekatere poskuse pa 
smo izvedli tudi na celicah raka dojke MCF-7 in prostate PC-3. Število celic smo določili s 
števcem celic Countess ali po barvanju s Hoechstom. Celično proliferacijo smo določili s 
testom BrdU, njihovo živost pa s testom MTS. Delež mrtvih celic smo določili po barvanju 
s propidijevim jodidom in analizo s pretočnim citometrom ali s štetjem celic pozitivnih na 
tripansko modrilo. Z encimskim testom smo določili koncentracijo glukoze in laktata v 
gojišču. Poleg tega smo po barvanju s TMRM in pretočno citometrijo določili 
mitohondrijski membranski potencial celic. Izražanje genov smo določili s PCR v realnem 
času, izražanje proteinov pa s prenosom western. 
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Rezultati: i) Da bi celice izpostavili različni koncentraciji aminokislin, smo uporabili 
gojišče DMEM, RPMI-1640 in gojišče MEM, ki ne vsebuje neesencialnih aminokislin. V 
kompletnem gojišču MEM je metformin povzročil razpad tumorskih sferoidov, čeprav v 
enakem gojišču ni imel učinka na celice MDA-MB-231 v klasični enoslojni kulturi. V 
klasični enoslojni kulturi pa so bile celice MDA-MB-231 bolj občutljive na metformin v 
gojišču MEM brez piruvata. Pri pomanjkanju glukoze v gojišču je metformin upočasnil 
proliferacijo celic MDA-MB-231 in zmanjšal njihovo preživetje tako v enoslojni kulturi 
kot v tumorskih sferoidih v obeh testiranih gojiščih, RPMI-1640 in DMEM. V prisotnosti 
5,6 mM glukoze, ki po koncentraciji posnema normoglikemijo, metformin ni imel učinka 
na celice MDA-MB-231, če smo gojišče dnevno menjavali. 
 
ii) Učinek metformina na aktivacijo AMPK je bil odvisen od koncentracije razpoložljivih 
hranil v gojišču. Metformin je šibko aktiviral AMPK pri pomanjkanju piruvata, medtem ko 
je močno aktiviral AMPK pri pomanjkanju glukoze v gojišču. V nasprotju z metforminom 
je neposredni aktivator AMPK AICAR zavrl živost celic MDA-MB-231 neodvisno od 
koncentracije glukoze v gojišču. Inhibitor AMPK, spojina C, ni preprečila, da bi metformin 
zmanjšal število celic MDA-MB-231. Antiproliferativni učinki metformina na celice 
MDA-MB-231 so torej vsaj delno neodvisni od AMPK. Celice se pri zadostni količini 
glukoze v gojišču prilagodile na zavrto oksidativno fosforilacijo, ki jo je povzročil 
metformin s pospešitvijo glikolize, kar pri pomanjkanju glukoze ni bilo mogoče. 
 
iii) Pomanjkanje glukoze smo posnemali z inhibitorjem glikolize, 2-DG. Metformin je v 
kombinaciji s 600 µM koncentracijo 2-DG, ki je fiziološko dosegljiva v serumu, zavrl 
proliferacijo celic MDA-MB-231, MCF7 in PC3 pri 5,6 mM glukoze. Pri 25 mM glukozi 
je bil učinek kombinacije 2-DG in metformina na celice MDA-MB-231 manjši kot pri 5,6 
mM glukozi. Nepričakovano smo opazili, da kombinacija metformina in 2-DG povzroči 
luščenje živih celic MDA-MB-231 in MCF7 od podlage. Kombinacija metformina in 2-
DG je sinergistično aktivirala AMPK. Inhibitor AMPK, spojina C je zmanjšala število 
odluščenih celic. Toda neposredna aktivatorja AMPK AICAR in A769662 v kombinaciji z 
2-DG nista povečala deleža odluščenih celic, kar nakazuje, da je aktivacija AMPK nujni, 
ne pa tudi zadostni pogoj za luščenje živih celic od podlage. 
 
Zaključki: Pokazali smo, da pomanjkanje piruvata, neesencialnih aminokislin in glukoze 
poveča učinek metformina na celice MDA-MB-231. Učinek metformina se razlikuje tudi 
med klasično enoslojno kulturo in tumorskimi sferoidi. Naši rezultati nakazujejo, da je pri 
pomanjkanju glukoze metformin zavrl proliferacijo celic MDA-MB-231 in povzročil 
njihovo smrt zaradi zaviranja oksidativne fosforilacije, čemur se celice niso mogle 
prilagoditi s povečano glikolizo. Antiproliferativni učinki metformina na celice MDA-MB-
231 so torej vsaj delno neodvisni od AMPK. Glede na to, da pomanjkanje glukoze poveča 
vpliv metformina na celice MDA-MB-231, bi lahko metformin deloval na rakave celice v 
slabo prekrvavljeni sredici tumorja. Pri 5,6 mM glukozi, je menjava gojišča preprečila, da 
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bi metformin zavrl proliferacijo celic MDA-MB-231, kar lahko pomembno vpliva na 
intrepertacijo nasprotujočih si rezultatov preteklih raziskav. Metformin zmanjša število 
celic MDA-MB-231 sinergistično z inhibitorjem glikolize, 2-DG, pri čemer je njun učinek 
odvisen od koncentracije glukoze v gojišču, saj je 2-DG kompetitiven inhibitor glikolize. 
Nepričakovano smo opazili, da metformin v kombinaciji z 2-DG povzroči luščenje živih 
celic MDA-MB-231 in MCF-7 od podlage, kar bi bilo lahko pomembno pri razumevanju 
vpliva presnovnih sprememb na proces metastaziranja rakavih celic.  
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Introduction: Metabolic pathways are one of the major hallmarks of cancer cells. Many 
studies are in search for pharmaceutical compounds that specifically target cell metabolism 
and have potential to treat breast cancer. One of them is metformin, which is commonly 
used to treat diabetes. On the systemic level, metformin affects cancer cells indirectly, 
since it ameliorates glucose and insulin concentrations in serum. On a cellular level, it 
targets cancer cells directly via inhibition of oxidative phosphorylation in mitochondria. 
Metformin causes energy crises in cells and activation of AMP-activated protein kinase 
(AMPK), which is the major regulator of cellular energy homeostasis. Upon activation, 
AMPK supresses anabolic and enhances catabolic processes in a cell. Recent studies have 
shown that deficiency of several nutrients increases the effects of metformin on cancer 
cells. Besides, also some compounds, which modulate cancer cell metabolism, such as 2-
deoxy-D-glucose, increase the effects of metformin on cancer cells. 
 
Aim: The mechanisms of metformin’s action on cancer cells as a function of nutrient 
availability are still not well-defined. We investigated the effects of metformin on MDA-
MB-231 breast cancer cells in the absence of pyruvate, glutamine, glucose and amino 
acids. We also compared the effects of metformin on MDA-MB-231 cells between a 
standard monolayer culture and tumour spheroids. Cell culture media usually contain 25 
mM of glucose, which corresponds to plasma glucose concentrations in patients with 
exacerbation of diabetes. In contrast, glucose concentrations in normoglycemia are about 
5,6 mM. Studies that investigated the effects of metformin on MDA-MB-231 cells have 
conflicting results. For that reason we investigated the effects of medium renewal protocol 
on the sensitivity of MDA-MB-231 cells to metformin in the presence of various 
concentrations of glucose. We mimicked glucose depletion in cell culture medium using 
inhibitor of glycolysis 2-DG. We used 600 2-DG, which is the concentration that can be 
achieved in human plasma in vivo. We observed the effect of combined treatment with 2-
DG and metformin on AMPK activation. 
 
Hypotheses: i) The effects of metformin on cancer cells in vitro depend on the 
concentrations of nutrients in cell culture media. ii) The effects of metformin-stimulated 
activation of AMPK on cancer cell proliferation and survival depend on nutrients 
concentrations in cell culture media. iii) The synergistic effect of metformin and 2-deoxy-
D-glucose on cancer cells depends on glucose availability in cell culture media. 
 
Methods Our main cell culture model was MDA-MB-231 breast cancer cells. We 
performed specific experiments also on MCF-7 breast cancer cells and PC-3 prostate 
cancer cells. We determined cell number by Countess cell counter or by Hoechst staining. 
Proliferation of cells was determined by BrdU assay and their viability by MTS assay. The 
fraction of dead cells was determined by propidium iodide staining and cell analysis on 
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flow cytometer. Alternatively, we counted trypan blue-positive cells. Using enzyme assays, 
we determined glucose and lactate concentrations in cell culture media. We determined 
mitochondrial membrane potential using TMRM staining and flow cytometry. Gene 
expression was determined by real-time PCR and protein expression by western blotting. 
 
Results: We analysed the effects of metformin on MDA-MB-231 cells as a function of 
nutrient concentrations in cell culture media. To investigate the effects of amino acids on 
the sensitivity of MDA-MB-231 cells to metformin, we used three different basal cell 
culture media: DMEM, MEM and RPMI-1640 medium. While DMEM contains the 
highest concentrations of amino acids, MEM does not contain non-essential amino acids. 
Metformin induced disintegration of tumour spheroids in complete MEM, however, it did 
not have any effects in the same cell culture media on MDA-MB-231 cells grown in a 
standard monolayer culture. In MEM, pyruvate-depletion increased the sensitivity of 
MDA-MB-231 cells grown in a monolayer culture to metformin. Metformin supressed 
proliferation of MDA-MB-231 cells and reduced their survival in glucose-depleted DMEM 
and RPMI-1640 medium. Similar results were obtained on MDA-MB-231 cells grown in 
tumour spheroids. However, in the presence of 5,6 mM of glucose, metformin did not have 
any effects on MDA-MB-231 cell, if medium was daily renewed. 
 
The effects of metformin on AMPK activation depended on nutrient availability in cell 
culture media. In the absence of pyruvate metformin slightly increased AMPK activation, 
while the effect was more profound in the absence of glucose in cell culture media. In 
contrast to metformin, direct AMPK activator AICAR reduced viability of MDA-MB-231 
cells independently from glucose concentrations. AMPK inhibitor, Compound C, did not 
block the anti-proliferative effects of metformin on MDA-MB-231 cells. Thus, our results 
indicate that metformin supresses proliferation of MDA-MB-231 cells at least in part 
independently from AMPK activation. In the presence of sufficient concentrations of 
glucose in cell culture media, cancer cells adapted to metformin-mediated inhibition of 
oxidative phosphorylation by increased glycolysis. However, such adaptation was not 
possible in the absence of glucose.  
 
To mimic glucose depletion in cell culture medium containing 5,6 mM of glucose, we used 
the inhibitor of glycolysis 2-DG. We used 600 µM 2-DG, which can be physiologically 
available in serum. In the presence of 5,6 mM of glucose, combination of metformin and 2-
DG synergistically supressed proliferation of MDA-MB-231, PC-3 and MCF-7 cells. The 
effect of combination of metformin and 2-DG was more profound in the presence of 5,6 
mM of glucose than in the presence of 25 mM of glucose. 
 
Furthermore, we have observed unexpectedly that the combination of metformin and 2-DG 
induced detachment of viable MDA-MB-231 and MCF-7 cells from the bottom of cell 
culture plates. Floating MDA-MB-231 cells, obtained after combined treatment with 
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metformin and 2-DG in the presence of 5,6 mM of glucose, proliferated upon re-seeding in 
a fresh cell culture medium, which was without pharmacological compounds. The 
combination of metformin and 2-DG synergistically activated AMPK. AMPK was also 
activated in MDA-MB-231 cells that were grown in an anchorage-independent condition. 
AMPK inhibitor, Compound C, reduced the number of floating cells. However, direct 
AMPK activators AICAR and A-769662 in combination with 2-DG or metformin did not 
increase the fraction of floating cells. Our results thus indicate that AMPK activation is 
necessary but not sufficient for triggering detachment of viable cancer cells. 
 
Conclusions 
Here we show that depletion of pyruvate, non-essential amino acid and glucose increases 
the effects of metformin on MDA-MB-231 cells. The effects of metformin differ also 
between cells grown in a monolayer culture and in tumour spheroids. Our results indicate 
that in glucose-depleted media metformin supressed proliferation of MDA-MB-231 cells 
and reduced their survival due to inhibition of oxidative phosphorylation. In the absence of 
glucose, cells were unable to adapt to energy crises induced by metformin via upregulation 
of glycolysis. Thus, metformin probably supressed cellular proliferation in an AMPK-
independent manner. Since the absence of glucose increases the effects of metformin on 
MDA-MB-231 cells, metformin could target cancer cells in a poorly perfused core of the 
tumour. Medium renewal blocked the anti-proliferative effects of metformin in the 
presence of 5,6 mM of glucose, which might explain inconsistent results in previous 
studies. Metformin reduced the number of MDA-MB-231, MCF-7 and PC-3 cells 
synergistically with 2-DG. Furthermore, combined treatment of MDA-MB-231 cells with 
metformin and 2-DG supressed cellular viability more profoundly in the presence of 5,6 
mM of glucose than 25 mM of glucose. The reason is probably that 2-DG is a competitive 
inhibitor of glycolysis. Finally, we observed that combined treatment with metformin and 
2-DG induced detachment of viable MDA-MB-231 and MCF-7 cells from the bottom of 
cell culture plates. The effect of 2-DG and metformin on detachment of cancer cells might 
be important to better understand the effects of changes in metabolic pathways on the 
process of cancer cell metastazation. 
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